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1. Einleitung

1.1EpidemiologiemalignerErkrankungen

Tumorerkrankungen sind in Deutschland die zweithäufigste Todesursache. Derzeit
verstirbt etwa jeder zweite Mensch (395.043 Fälle im Jah r 2000) an einer
Kreislauferkrankung und etwa jeder Vierte (210.738 F älle im Jahr 2000) an einer
bösartigen Neoplasie [Statistisches Bundesamt Deutschland 2 002;
http://www.destatis.de/basis/d/gesu/gesutab3.htm]. Bedingt durch die steigende
Lebenserwartung der deutschen Bevölkerung hat die abso lute Zahl der
Krebstodesfälle zugenommen, wobei die altersbereinigt e Sterblichkeit an
KrebserkrankungenfürbeideGeschlechterabnehmendist.D ieserRückgangistaber
noch ausgeprägter bei Kreislauferkrankungen, so daß bei Anhalten der heutigen
Trends davon auszugehen ist, daß Krebserkrankungen in 15 bis 20 Jahren die
TodesursachenstatistikinDeutschlandanführenwerden.
Im Jahr 2000 wurde bei Männern die Aufstellung der Tu morerkrankungen, die am
häufigsten tödlich verlaufen sind, von bösartigen Tumor en der Verdauungsorgane
angeführt (35.000 von 109.700 Krebstodesfällen), dich t gefolgt
von bösartigen Tumoren der Atmungsorgane  (30.900 von  109.700
Krebstodesfällen) [Statistisches Bundesamt Deutschland 200 2,
http://www.destatis.de/presse/deutsch/pm2001/p3840092.htm]. Bei Frauen nimmt
das Bronchialkarzinom (8.090 von 101.300 Krebstodesfä llen) nach Brust- und
Darmkrebs die dritte Position ein. Während die Inziden z des Bronchialkarzinoms
(BC) bei Männern in Deutschland seit den achtziger Jah ren leicht rückläufig ist,
verzeichnet man bei Frauen eine permanente Zunahme [ Becker undWahrendorf,
1997].
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1.2Karzinogenese(Tumorentwicklung)

Krebs isteinSammelbegriff fürverschiedeneErkrankungen ,die ihrenUrsprungauf
genetischerEbenenehmenundinPhasenablaufen.Man unterscheidetdasStadium
der genetischen Prädisposition, welches über die prämalig nen Zwischenstufen der
Hyperplasie, Metaplasie, Dysplasie und Carcinoma in situ  in dasmaligne Stadium
des invasiven Karzinoms mit Metastasierung übergehen kann . Die Dauer und
Ausprägung der einzelnenStadien sind individuell unt erschiedlich,wobei das erste
StadiuminsbesonderefürerblicheTumorenvonBedeutu ngist.
Entscheidend für die Entstehung maligner Tumorzellen i st die Schädigung von
Genen, die das Zellwachstum regulieren. Hierzu werden Proto-Onkogene gezählt,
die durch aktivierende Mutationen bereits eines Allels (dominante Mutation) zu
Onkogenen werden können [Hunter, 1997]. Zu den Proto -Onkogenen wird das
Produkt des bcl-2-Gens gezählt, welches die Fähigkeit besi tzt, Apoptose
abzuwenden. Auch das HER-2-Genprodukt, einWachstumsfakt orenrezeptor, kann
durcheineMutationzueinemOnkogenwerden.
Ebenso kann es infolge inaktivierender Mutationen von  Tumor-Suppressor-Genen
(Antionkogene)entwederzuunkontrolliertemZellwachst umdurchVerschiebungdes
GleichgewichteszwischenZellteilungundZelltodkommeno derzumAusbleibender
DNS-ReparaturwährendderG 2-Phase.
Sofern nur ein Allel durch Mutation ausgeschaltet ist, ka nn das andere, noch
gesunde, diesen Mißstand kompensieren. Treten im Verla uf jedoch auch
Veränderungen des gesunden Allels auf, kann die regulä re Funktion des Tumor-
Suppressor-Gensaufgehobensein(rezessiveMutation)[Knud son,1985;Kinzlerund
Vogelstein,1996].
Man unterscheidet bei den Tumor-Suppressor-Genen anhan d der Funktionsweise
ihrer Genprodukte zwei Klassen. Gatekeeper-Gene kodieren für Proteine, die die
Zellproliferation hemmen oder Apoptose einleiten könn en. EineMutation in diesen
Genen kanneine vermehrteZellteilungoder eine geri ngereApoptoserate bewirken
und läßt sich bereits in prämalignen Läsionen nachweisen.  Die gesteigerte
TeilungsaktivitätbirgtdaserhöhteRisikoneuerMutatio nen,dieletztlichzurmalignen
Entartung führenkönnen.EinwichtigerVertreterdies erGruppe ist dasGenprodukt
von p53, welches sowohl Richter über Leben und Apoptos e einer Zelle als auch
WächterüberDNS-Reparaturenist.DiezweiteKlassebil dendie Caretaker-Geneder
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für die Integrität des Genoms zuständigen DNS-Reparat urenzyme [Kinzler und
Vogelstein, 1997]. Der Ausfall ihrer Funktion bedingt  eine erhöhteMutationsrate in
denbetroffenenZellen.DieserklärtdieschnelleProgr essionsolcherTumoren.Meist
liegtnureinkurzerZeitraumzwischendemAuftretend ererstenVorläuferläsionund
derEntstehungdesKarzinoms[KinzlerundVogelstein,19 96].
Ein Sicherungssystem gegen die Entstehung einer Tumorer krankung ist die
körpereigene Immunabwehr. Einen wichtigen Anteil hier an haben die sogenannten
Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen), die eine Subpo pulation der T-Lymphozyten
darstellen.Hinsichtlich ihrerReifung und Funktion nehm en sie eineSonderstellung
unter den Lymphozyten ein. Sie sind für die angebore ne Immunantwort
verantwortlich und können ohne vorherige Stimulation Tumorzellen aufspüren und
eliminieren. T-Lymphozyten erkennen Tumorzellen mit H ilfe ihres T-Zellrezeptors
(TZR) anhand von HLA-Molekülen auf Zellen, die Tumor antigene präsentieren. Ist
das HLA-Molekül jedoch durch noch nicht geklärte Mechanisme n modifiziert oder
nicht vorhanden, können T-Lymphozyten Tumorzellen schl echter erkennen. Bei
Natürlichen Killerzellen löst die Präsentation intakter  HLA-Moleküle ein Abschalten
der Killeraktivität aus. Sind die HLA-Moleküle jedoch modifiziert oder nicht
vorhanden, kommt es zur Zerstörung der Zielzelle [Kar re, 1991]. Beide Systeme
ergänzen somit einander und können zur Eliminierung von Tumorzellen führen.
Neben veränderten HLA-Molekülen kann aber auch das Vor handensein von
Hitzeschockproteinen(HSP)aufderTumorzelloberfläche dazubeitragen,daßdiese
vonNatürlichenKillerzellenundauchvonzytotoxischen T-Lymphozytendurchnoch
nicht bekannteProzessebessererkanntundeliminiertwer denkönnen [Udonound
Srivastava,1993].EinFehlenderOberflächenpräsent ationderHitzeschockproteine
könnte somit die Eliminierung dieser Tumorzellen dur ch das Immunsystem
beeinträchtigen.
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1.3Bronchialkarzinome

Die Unterteilung der Bronchialkarzinome erfolgt histo pathologisch in zwei
Hauptgruppen,kleinzellige(engl.smallcell lungcance r,SCLC)undnichtkleinzellige
(engl. non small cell lung cancer, NSCLC) Bronchialkarzin ome [Muller und Theile,
1994].Wobeiman davon ausgeht, daß alle ihren Urspru ng in einer gemeinsamen
pluripotenten Stammzelle haben [Carbone, 1997]. Nich tkleinzellige
Bronchialkarzinomemachenmit75-80%denGroßteilder Fälleaus.Siestelleneine
histologisch heterogeneGruppe dar, derenHauptvertret er Plattenepithelkarzinome,
Adenokarzinome und großzellige Karzinome sind. Davon abgegrenzt werden die
restlichen 20-25% der Fälle, bei denen ein SCLC histo logisch diagnostiziert wird.
Wobei etwa ein Fünftel als Mischtumoren zu bezeichnen si nd, da sie zusätzlich
Merkmale nichtkleinzelliger Bronchialkarzinomtypen aufwe isen [Zochbauer et al.,
1994]. Diese Beobachtung stützt die These einer gemein samen pluripotenten
Stammzelle.
Das Plattenepithelkarzinom ist mit 30-40 % die häufigste  Form des
Bronchialkarzinoms. Es tritt bevorzugt in zentralen Lu ngenabschnitten auf, stellt
jedoch gleichzeitig 50 % der peripheren Pancoasttumoren . Überwiegend peripher
undauchinNarbengewebeentstehenAdenokarzinome,di eetwa25-30%derFälle
mit steigender Tendenz ausmachen. Von der zunehmenden  Inzidenz sind
insbesondere Frauen betroffen. Histologisch erfolgt eine  weitere Unterteilung in
azinäre, papilläre und solide Karzinome mit Schleimbi ldung und bronchoalveoläre
Adenokarzinome. Im Gegensatz zum Plattenepithelkarzino m sind diese Tumoren
geringermitdemZigarettenrauchenassoziiert,sodaß esnichtverwundert,daßdas
Adenokarzinom auch der bei Nichtrauchern am häufigsten diagnostizierte
Lungentumor ist [Zochbauer et al., 1994; Capewell et al., 1991]. Großzellige
Bronchialkarzinome treten in 10-15% der Fälle auf. S ie weisen weder kleinzellige
Merkmale auf, noch lassen sie sich eindeutig den anderen n ichtkleinzelligen
Bronchialkarzinomtypen zuordnen. Man nimmt an, daß sie  gering differenzierte
Plattenepithel-oderAdenokarzinomedarstellen,dasie derenimmunhistochemische
Markerexprimieren.Andererseitsweisen10%dergroßz elligenBronchialkarzinome
eineneuroendokrineDifferenzierungauf,diefürdie anderenNSCLCeheruntypisch
ist[Zochbaueretal.,1994].
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Das kleinzellige Bronchialkarzinom wird bislang von den eben beschriebenen
Histologien abgegrenzt, da es sich sowohl im Wachstums- un d
Ausbreitungsverhalten als auch in der Therapie und Prog nose von den
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen unterscheidet. In 90 % der Fälle wird es in
zentralenLungenabschnittengefunden.
Häufigste Ursache des Bronchialkarzinoms ist mit 85 % das inhalative Rauchen.
Weitere wichtige Faktoren sind berufliche Karzinogenexp osition (8 %) und
Luftverschmutzung (5 %) [Samet, 1993]. Das Risiko, ein B ronchialkarzinom zu
entwickeln, ist beiRauchern22malundbeiRaucherinnen 12mal sohochwiebei
Nichtrauchern bzw. Nichtraucherinnen [Shopland et al., 1990]. Dabei korreliert das
Karzinomrisiko mit der Menge der gerauchten Zigaretten  und dem Beginn des
Nikotinabusus(1-14Zigaretten/dergebenein8-fache sRisiko,währendderGenuß
vonmehrals25ZigarettenproTagein25-facherhöht esRisikofürdieEntwicklung
einesBronchialkarzinomsdarstellt).BeieinemBeginnm it15Jahrenverdoppeltsich
das Risiko gegenüber einem Beginn mit 25 Jahren. [Wiencke  et al., 1991]. Die
wichtigsten Kanzerogenklassen im Tabakrauch sind dabei pol yzyklische und
aromatische Kohlenwasserstoffverbindungen, aromatische Ami ne und Nitrosamine.
Rauchergefährdennichtnursich,sondernauchPersoneni nihrerUmgebungdurch
den sogenannten Nebenstromrauch. Denn auch Passivrauchen erhöht das
Lungenkrebsrisiko. Schon eine dauernde Belastung am Arbe itsplatz von über 10
JahrekanndasKrebsrisikoverdoppeln[Denson,1999].
BeiderberuflichenKarzinogenexpositionistanersterS telleAsbestzunennen.Liegt
bei einer Person neben einer Asbestexposition auch eine  langjährige
Rauchanamnese vor, ist das Lungenkarzinomrisiko, insbesonder e für
Plattenepithelkarzinome,bisaufdas90fachegegenüber Nichtrauchernerhöht.Man
nimmt an, daß der karzinogene Effekte der Kombination vonRauchen und Asbest
multiplikativ ist [Rosler und Woitowitz, 1995]. Da die  durchschnittliche Latenzzeit
zwischen Asbestexpositionsbeginn und Manifestation eines Bro nchialkarzinoms im
Mittel40Jahrebeträgt,stehtderHäufigkeitsgipfel asbestassoziierterLungentumoren
noch aus [Hillerdal, 1994; Baur und Konietzko, 1996]. Ebenfalls zu den
berufsbedingten Karzinogenen der Klasse A, für die ein  gesicherter
krebserzeugender Kausalzusammenhang besteht, werden Arse n,
Dichlordiäthylsulfid, Chrom-6-Verbindungen, Uran, Hal oether und polyzyklische
aromatischeKohlenwasserstoffegezählt[HäußingerundKo hlhäufl,1997].
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Ferner kann die Schadstoffbelastung der Außenluft zur  Erhöhung des
Lungenkrebsrisikos führen. Vor allem Dieselruß, Benzol un d polyaromatische
Kohlenwasserstoffe werden zu den relevanten krebserrege nden
Luftverunreinigungen gezählt. Dabei ist die Belastung  der Stadtbevölkerung höher
als die der Landbevölkerung, was sich auch in der etwas h öheren Inzidenz von
Lungenkarzinomen widerspiegelt. Auch bei der Kombinat ion von Rauchen und
Schadstoffbelastung der Außenluft wird von einer mul iplikativen Wirkung
ausgegangen[BeckerundWahrendorf,1997].
Für die Therapie ist entscheidend, kleinzellige von ni chtkleinzelligen
Bronchialkarzinomen abzugrenzen. Kleinzellige Mischtumo ren werden dabei wie
kleinzelligeBronchialkarzinome behandelt.Desweiteren  ist für die Therapieplanung
diegenaueKenntnisderTumorausbreitungvonBedeutung .DieMetastasierungstellt
dabeidasHauptproblemdar.DielymphogeneMetastasier ungerfolgtdabeizunächst
in die benachbarten Lymphknoten des Primärtumors. Häma togenmetastasiert das
Bronchialkarzinom bevorzugt in Leber, Knochen, periph ere Lymphknoten,
Nebennieren,GehirnundKnochenmark.
DiePrognoseeinesPatientenmiteinemBronchialkarzino miststrengmitderGröße
desTumors  unddererfolgtenMetastasierungassoziiert.Ausdiesem Grundewerden
Bronchialkarzinome nach der TNM respektiveUICC-Klassifizi erung (siehe Anhang)
eingeteilt. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschl ießlich Patienten mit einem
NSCLCdesStadiumsIIIAuntersucht.DiePrognosedesBro nchialkarzinomshatsich
in den letzten 20 Jahren trotz vielfacher Modifizieru ng der Therapiekonzepte nicht
wesentlichgebessert.Insgesamtüberlebennuretwa12%d erPatientendieersten5
JahrenachDiagnosestellung[Khurietal.,1997].Dabe iüberlebenjenachStudienur
bis zu 25% der Patientenmit einem Tumorstadium IIIA  länger als 5 Jahre, wenn
eine kurative Operation (R0-Resektion) durchgeführt wer den konnte. Aus diesem
Grundeerscheintesnotwendig,dieTherapiekonzeptezu optimieren.Einmöglicher
Weg istdieErstellungeines individuellenRisikosprofils einesPatientenanhandder
molekularbiologischen Charakteristika seines Tumors. Hierüb er könnten zukünftig
individuelle Therapiekonzepte erstellt werden, die da nn hoffentlich eine
VerbesserungderPrognosedieserPatientenverwirkliche nkönnen.DieZielsetzung
dieser Arbeit ist es, molekularbiologische Charakteristika z u finden, die als
Prognosefaktorengeeignetsind.
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1.4NachweisvonPrognosefaktoren

Sowohl in normalem Lungengewebe als auch in Bronchialka rzinomen lassen sich
eineReiheanregulatorischenProteinen,Wachstumsfaktor enundderenRezeptoren
in unterschiedlicher Intensität nachweisen. Mutationen in  den hierfür kodierenden
GenenkönnenzurDysregulationdesZellstoffwechsels,verme hrterProliferationund
weiterer genetischer Instabilität der betroffenen Zell en führen. Es bilden sich
sogenannte Zellklone mit unterschiedlichen molekularen Pr ofilen aus, die durch
fortlaufende Selektion auswachsen und den Charakter des T umors definieren und
dynamisch verändern. Die individuellen Kombinationen der Genveränderungen
bestimmen wahrscheinlich das unterschiedliche Wachstums- und
Metastasierungsverhalten der Tumoren. Viele Veränderun gen, die zur Progression
undMetastasierungvonBronchialkarzinomenführen,sind jedochnochnichtgeklärt.
DieSuchenachMarkern,dieAufschlußüberdasPotential einesBronchialkarzinoms
zurProgressionundMetastasierunggeben,wirddurchdie histologischeVielfaltund
das Vorkommen vonMischtumoren erschwert. Die pathologische  Klassifikation der
Lungentumoren erfolgt bislang nach rein morphologischen  Kriterien wie Histologie,
Tiefenwachstum, Differenzierungsgrad, mitotischer Teilun gsaktivität oder Lymph-
und Blutgefäßinvasion. Hiermit lassen sich aber nur beschr änkt Aussagen zum
biologischenVerhaltendesTumorsmachen.DasZiel istes, Faktorenzufinden,die
eineAussageüber dasmalignePotential sowie dasAnsprec henaufStrahlen-und
oder Chemotherapie eines Tumors zulassen, um so eine ind ividuell angepaßte
Therapie und Prognose zu ermöglichen. Ein besonderer Stellenwert wird hierbei
Faktorenzugerechnet,dieeineRolleinderSteuerung desZellzyklusspielen.
Als wichtiger Vertreter ist hier das Tumor-Suppressor-Ge n p53 (Protein 53) zu
nennen.EsliegtaufdemChromosom17p13.1undkodiert fürein53kDaschweres,
nukleäresPhosphoprotein.EsfungiertalsWächterüberDN S-Reparaturensowieals
RichterüberLebenundApoptoseeinerZelle.Diekurze Halbwertszeit vonetwa10
Minuten und die geringe Konzentration von p53 in di esem Zeitraum wird dafür
verantwortlichgemacht,daßesnichteindeutigmitimm unhistochemischenMethoden
ingesundenZellennachzuweisenist.
Das Genprodukt von p53 besitzt die Fähigkeit, den Zellz yklus einer Zelle zu
arretieren, um deren DNS auf mögliche Fehler zu unte rsuchen. Dieser
WachstumsstopkannüberdieAktivierungvonp21(waf1/C ip1),welcheseinen
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G1-PhasestopdurchHemmungdercyclinabhängigenKinasen(C DK)erreichenkann,
ausgelöstwerden.Diesesinddannnicht inderLagedas Retinoblastomgenprodukt
(pRb) zu phosphorylieren, welches in diesem Zustand nicht  an den
E2F-Transkriptionsfaktor binden kann. Hierdurch werden G ene, die für die
Überführung in die S-Phase des Zellzyklus notwendig wär en, nicht mehr aktiviert
[Hengstschläger et al., 1999]. Desweiteren aktiviert pR b in seinem
hypophosphorylierten Zustand die Histondeacetylase 1 (H DAC1), welche die
TranskriptiondurchNukleosomenverdichtung verhindern kann  [Brehmet al., 1998].
Eskannsomitdurchp53unternormalenBedingungenverh indertwerden,daßsich
einegeschädigteZelleteilenrespektivevermehrenkan n.
Protein 53 kann aber auch p21 unabhängig zum G 1-Phasestop führen. Durch
Bindung anCyclin-H und p36 (mat1) hindert es denCDK 7/Cyclin-H1/p36-Komplex
(CAK-Kinase) daran, die CDK2/CyclinA-Kinase zu aktivier en, die für die
G1-S-Phasenüberführungnotwendig ist [Schneideretal., 1998].Kommteswährend
desG 1-Phasestoppsnicht zurBeseitigungderDNS-Schäden, sokan nesauchzur
EinleitungdesprogrammiertenZelltodes (Apoptose,PCD ) kommen.ZurAuslösung
derApoptosedurchp53sindmehrereMöglichkeitenbekann t.DieVermittlungkann
dabei über zwei unterschiedliche Proteinfamilien erfolg en. Die eine umfaßt
Regulatoren von Signalrezeptoren, die andere direkte  Stimulatoren von
PCD-Effektorproteinen [Buckbinder et al., 1995; Prisco e t al., 1997; Hueber et al.,
1997;Susinetal.,1999].DieSchutzfunktiondurchp5 3istwichtigfürLebewesen,da
zumeinenbeschädigteZellennochnichtendgültigverl orensind,undzumanderen
der gesunde Organismus vor entarteten und nicht mehr zu  rettenden Zellen
geschütztwird.
Veränderungen am p53 durch Mutationen können jedoch zu r Verminderung oder
sogar Aufhebung der Funktion des Genprodukts führen. Bei  über 50 % der
Bronchialkarzinome findetmanAllelverluste (LOH), die  dannmeist vonMutationen
imzweitenAllelbegleitetsind[Greenblattetal.,1 994].Diesesäußertsichentweder
durch nicht nachweisbares p53 oder durch überexprimierte s, teils mutiertes p53
(mtp53).MeistführendieMutationenzurStabilisieru ngdesProteins,sodaßdessen
Halbwertszeit verlängert wird und es zur Akkumulation kommt. Hierdurch gelingt
dannmeisteinimmunhistochemischerNachweis[Levine,1997 ].
DieMutationenimp53-Genzählenzudenamhäufigste n inmenschlichenTumoren
gefundenenVeränderungen.MeististhierbeidieExon 5bis8umfassende
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Mittelregion betroffen. In 80-90% der Fälle handelt  es sich um sogenannte
missense-Mutationen, bei denen durch Punktmutation nur  eine Base ausgetauscht
wird [Raybaud-Diogeneetal.,1996].SpeziellCodon 248und273sindhäufigbeim
Bronchialkarzinom betroffen , während beim Kolonkarzin om oder hepatozellulärem
Karzinom vor allem Codon 175 und 249 betroffen sind.  Bei Letzteren findet man
häufig Transitionen, bei denen Purinbasen gegeneinan der ausgetauscht werden
[Hollsteinetal.,1991].Währendmanbei rauchinduzi ertenKarzinomenhäufigerauf
Transversionenstößt,beidenenPurinundPyridiminbas enandieStellederanderen
treten. Diese Transversionen werden in Verbindung mit den im Zigarettenrauch
vorhandenenmutagenenBenzopyrenengebracht[Greenbl attetal.,1994;Ruggeriet
al., 1993]. Obwohl die meistenMutationen von Tumor- Suppressor-Genen rezessiv
agieren,genügthierbereitsdieVeränderunginnur einemAllel.Ursächlichhierfürist
die Möglichkeit der Komplexbildung ausgehend vom mutie rten Protein mit dem
Wildtyp.AuchviraleundbakterielleProteinekönnend enWildtypbindenundseine
Funktionbehindern,ohnedaßeineMutationvorliegen muß[Raybaud-Diogeneetal.,
1996].KomplexbildungoderMutation imp53-Genista llerdingsnichtgleichzusetzen
mit vollständigem Funktionsverlust des Proteins, denn es ko nnte gezeigt werden,
daß auchmtp53wie derWildtyp Apoptose auslösen kann, d ieses aber langsamer
undwenigereffizient[Hauptetal.,1995].
Die Fertigkeit, Apoptose ohne Wachstumsstop abwenden zu können, wird als
onkogene Potenz einer Zelle bezeichnet. Hieran beteil igt ist das Produkt des
bcl-2-Gens. Dabei handelt es sich um ein integrales 24 kDa  Protein der äußeren
Mitochondrienmembran, des endoplasmatischen Retikulums un d der
Zellkernmembran [Hockenbery et al., 1990; Chen-Levy et  al., 1989]. Es verhindert
dieBildungvonSauerstoffradikalenunddieFreisetzu ngvonAIF(apoptosis-inducing
factors) und Zytochrom C aus den Mitochondrien [Hockenber y et al., 1993;
Dragovich et al., 1998]. Das bcl-2-Gen (B-cell leukaemia / lymphoma 2) ist auf
Chromosom 18q21 lokalisiert [Tsujimoto et al., 1984].  Bei gesunden Erwachsenen
findet sich bcl-2 in proliferierenden Knochenmarksstammze llen, Duktuszellen von
exokrinen Drüsen und in hormonsensitivem Gewebe von Mam ma, Prostata und
Endometrium [Lu et al., 1993; Hockenbery et al., 199 1]. Es wurde erstmals im
Zusammenhang mit follikulären Lymphomen beschrieben, b ei denen in 85 % der
Fälle eine charakteristische t(14;18) Translokation gefun den wurde [Yunis et al.,
1987].DieFolgeisteineVerlagerungdesChromosomen abschnitts18q21neben
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den von 14q32, welcher für die schweren Ketten der Imm unglobuline kodiert
[Bakhshietal.,1985].HierdurchgerätdieRegulatio nvonbcl-2außerKontrolle,was
aber alleine noch keine Karzinogenese auslösen kann. I m Gegensatz zu anderen
Onkogenenwarbcl-2einesderersten,dienichtdieProl iferationsteigerten,sondern
durch Abwendung der Apoptose wirksam wurden [Korsmeyer,  1992]. Es gibt eine
Vielzahl an Beispielen die belegen, daß PCD, ausgelöst  durch bestimmte Stimuli,
durch bcl-2 abgewehrt werden kann [Yang und Korsmeyer,  1996]. Wird jedoch
ApoptosedurchLymphokineoderzytotoxischeKillerzelle nausgelöst,sobleibtbcl-2
meistwirkungslos[Vauxetal.,1992].
Zur Ausübung seiner antiapoptotischen Wirkung ist ein 1 9 Aminosäuren
umfassender hydrophober Bereich am c-terminalen Ende de s Proteins von
Bedeutung,deralsMembrananker fungiert.Wirddiese Sequenzentfernt, so istdie
Funktion des Proteins eingeschränkt. Die Lokalisation von b cl-2 an der
Außenmembran der Mitochondrien scheint bedeutend für se ine Anti-Apoptose-
Funktionzusein,daeshieranderRegulationderZyt ochromcFreisetzungbeteiligt
ist [Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997]. Diese Frei setzung wurde lange als
endgültiger Punkt in der Signalkette der Auslösung des p rogrammierten Zelltodes
gesehen.Eswurdejedochentdeckt,daßbcl-2auchdannnoc hApoptoseverhindern
kann,wennbereitsZytochromcfreigesetztwurde,wasauf zumindesteinenweiteren
Mechanismusschließenläßt[Rosseetal.,1998].
Da man bcl-2 bereits in hyperplastisch und dysplastisch ver änderten Epithelien
nachweisen kann, wird angenommen, daß es bereits in der Frühphase der
Karzinogenese eineRolle spielt [Bronner et al., 1995 ].DerChromosomenabschnitt
18q21, auf dem sich auch das bcl-2-Gen befindet, kann b ei nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinomem(NSCLC)bereitsimTumorstadiumI„ gelöscht“sein[Shisekiet
al.,1994;Tsuchiyaetal.,1992].Sokönntederfeh lendeNachweisdesProteinsbei
immunhistochemischenFärbungauchalsAusfalldesGensselbe rgewertetwerden.
NebenOnkogenen,diewiebcl-2Apoptoseverhindernkönn en,gibtesauchsolche,
die das Wachstum von Tumorzellen beeinflussen können. Hi erzu zählen auch
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, die sich sowoh l in normalem
Lungengewebe als auch in Bronchialkarzinomen in untersch iedlicher Intensität
nachweisen lassen. Dies läßt vermuten, daß eine Reihe au tokriner und parakriner
WachstumsstimulationsvorgängebeiderEntwicklungvonL ungenkrebsbeteiligtsind.
EinezentraleRollebeiWachstumsprozessenundsomitauch derTumorentstehung
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wird insbesondere Tyrosinkinase-Rezeptoren zugesprochen. H ierzu zählen auch
Mitglieder der epidermalen Wachstumsfaktorenrezeptorfa milie (EGFR), die wegen
ihrer starken Ähnlichkeit mit dem Transformationsgen des avianen
Erythroblastosevirus c-erbB-Familie genannt wird [Down ward et al., 1984]. Derzeit
sind vier Mitglieder dieser Familie bekannt. Das Proto- Onkogen für den von uns
untersuchten Transmembranrezeptor HER-2 (p185) ist au f Chromosom 17q21
lokalisiert.Eskodiertfürein185kDaschweresGlykoprote in.EswirdinderLiteratur
sowohlalsHER-2,c-erbB-2oderHER-2/neubezeichnet. DasintrazelluläreSegment
des Proteins beinhaltet eine ATP-Bindungstelle und de n für die intrinsische
Tyrosinkinaseaktivität verantwortlichen Bereich. Der HER -2-Rezeptor weist bis zu
40%Übereinstimmung in seiner extrazellulärenPorti on undbis zu 82% in seiner
intrazellulären Tyrosinkinasedomäne mit dem EGF-Rezept or (c-erbB-1) auf. Die
typischen EGF-Rezeptorliganden EGF (epidermal growth factor) und TGF α
(transforming growth factor alpha) verfügennur über  eine geringeBindungsaffinität
zumHER-2-Rezeptor.TypischerRepräsentantderHER-2-L igandenistHeregulin.Es
bindetandenRezeptorundaktiviertdieTyrosinkinase, wodurchdieZellproliferation
gesteigertwird[Holmesetal.,1992].Gleichesgiltfü rdenLigandenp75[Harrisetal.,
1992]. Ein weiterer Vertreter ist ein 30 kDa schweres Gl ykoprotein, auch gp30
genannt[Lupuetal.,1990].
Mannimmtan,daßc-erbB-2nureineuntergeordnete RollefürdieProliferationeines
Tumors spielt. Vielmehr scheint es bedeutend für die I nvasivität, Angiogenese und
MetastasierungstendenzeinesTumors zu sein [Warri et al ., 1991;Yuet al., 1991].
Eswirdvermutet,daßfürdiebevorzugteAbsiedlungv onTumorzellenunteranderem
parakrine Faktoren des Wirtsgewebes eine wesentliche Rolle  spielen. Bei der
AnsiedlungvonmetastasierendenTumorzellenkanndasGa stgewebesowohldiesen
Vorgang durch lokale Abwehrmechanismen behindern, als a uch durch parakrine
ProduktionvonWachstumsfaktorenundproteolytischenEnz ymenunterstützen.Man
postuliert,daßHER-2EinflußaufdieBeweglichkeit,d asInvasionsverhaltenunddie
ReaktionaufchemotaktischeSignaleeinerZellenimmt. Dafürspricht,daßHER-2in
chemotaktisch gereizten Mammakarzinomzellen vor allem an Mikrovilli und
Plasmamembranvorstülpungennachgewiesenwurde,die zum Reiz gerichtetwaren
(Motilitätstheorie)[DePotterundQuatacker,1993].A uchbeiLungenkarzinomenwird
ein Zusammenhang zwischen HER-2 und der Invasivität, sowi e dem
Metastasierungsverhaltenvermutet[Yuetal.,1994].
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NebendenPrognosefaktoren, dieBedeutung für dieApo ptoseund dasWachstum
vonTumorzellen haben, spielen auch solcheeineRolle,  die es dem Immunsystem
vermutlicherleichtern,Tumorzellenzuentdecken.Hier zuwerdenauchMitgliederder
Hitzeschockproteinfamilie (HSP) gezählt, die der Gruppe  der Streßproteine
angehören. Daß sie dabei nicht nur bei Hitzeschockbehandl ungen nachzuweisen
sind, ist in vielfältigen Untersuchungen belegt worden [Neidhardt et al., 1984;
SubjeckundShyy,1986;Watsonetal.,1990].Zuden Streßproteinenwerdenneben
den HSP´s auch die GRP´s (glucose-regulated protein) gez ählt, welche bei
Zuckermangelversorgungentdecktwordensind.
Da es sowohl konstitutive als auch induzierte Hitzeschockprot eine gibt, wird
vorgeschlagen, erstere als HSC und nur zweitere als HSP z u bezeichnen. Die
Klassifizierung erfolgt nach dem Molekulargewicht der ei nzelnen Proteine. Die
wichtigstenVertreterderHSP70-FamiliesinddabeiHSP 72undHSP73,wobeiman
nach der oben angebrachten Klassifikation HSP72 als HSP7 0 bezeichnen würde.
Ebensomüßte man dann bei HSP73, welches die konstitut ive Form darstellt, von
HSC70sprechen[Welch,1992;SubjeckundShyy,1986].
Sowohl konstitutive als auch die induzierte Form des Pro teins kommen im
Zytoplasma, Zellkern, Mitochondrien (GRP75) und endopl asmatischem Retikulum
(GRP78(BIP))vor.HSC70istbeteiligtbeiderTransl okationvonProteinenausdem
Zytoplasma ins endoplasmatische Retikulum oder in die Mi tochondrien. Es
übernimmt in der Zelle Funktionen einer Amme (engl. Chaperon). Die
Ammenfunktion umfaßt dabei das Überwachen der richtige n Formierung nativer
Polypeptide sowie Wiederherstellung denaturierter Pro teine [McKay, 1993; Bukau
undHorwich,1998].HitzeschockproteineverhinderndasAu sbilden falscherTertiär-
undQuartärstrukturensowieInteraktionenzwischenneusynth etisiertenPolypeptiden
undihrerUmgebung.DerReizfürdieExpressionvonH SP´skanndieAkkumulation
von nicht oder falsch gefalteten Proteinen im Zytoplas ma oder einem anderen
Zellkompartiment sein [Ananthan et al., 1986; Kiang e t al., 1994; Mivechi et al.,
1994].
Die bisher erwähnten Punkte treffen sowohl für die konst itutive als auch für die
induzierbareFormdesHitzeschockproteins70zu.Diekonst itutiveForm istmeist in
so geringer Konzentration in Zellen vorhanden, daß d er Nachweis mit
herkömmlichen immunhistochemischen Methoden schwerfällt. D ie Ursachen, die
dazuführen,daßHSP70nachweisbarwird,lassensichzusa mmenfassendals
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Streßsituationen für die jeweilige Zelle bezeichnen. Dazu zählen Hitzeschock,
Bestrahlung, Behandlung mit Schwermetallionen, Oxidan tien, TNF α und andere
chemische und physikalische Streßauslöser [Watson, 1990]. Unter gewissen
Umständen können Zellen dem durch diese Streßsituationen  auslösbaren Tod
entrinnen. Wird der Streßreiz zum Beispiel in subleta ler Dosis über längere Zeit
appliziert, kann die Zelle durch die sogenannte adapt ive Zytoprotektion gerettet
werden. Wann und wie nun genau entschieden wird, ob die gestreßte Zelle dem
programmierten Zelltod zugeführt wird oder doch ein Rettungsversuch über eine
möglicheHitzeschockproteinaktivierungversuchtwird,ist bisheutenochnichtgenau
geklärt. Jedoch ist bekannt, daß HSP70 Zellen vor dem Ze lltod auch dann noch
bewahren kann, wenn in diesen bereits durch TNF die Akti vierung der
Effektorcaspasen derApoptose ausgelöstwurde.Ebenso kann  es noch eingreifen,
wennbereitsZytochromcausdenMitochondrien freigesetz twurde,was früherals
irreversibles Todesurteil für die Zelle angesehen wur de. Dies geschieht ebenfalls
durch Hemmung der entscheidenden Effektorcaspasen. Die be troffenen Zellen
könnenschonkurzeZeitspäterwiedernormaleWachstumsrate naufweisen[Jaattela
etal.,1998].
Anhand chemisch induzierter Tumoren wurde entdeckt, daß Hitzeschockproteine
möglicherweise auch als tumorspezifische Antigene agieren können. Sie verleihen
dem Immunsystem des Betroffenen einen Angriffspunkt und sind spezifisch für
diesen Tumor. Es sind nun aber nicht die Hitzeschockprotein e selbst, die für die
Tumorimmunisierung verantwortlich sind. Nimmt man aus gesundem Gewebe
gewonnenesHSP,soläßtsichhiermitkeineImmunitätbei einemVersuchstiergegen
Tumorzellenerzielen,obwohldieAminosäuresequenzde rProteinemitdervonaus
dem Tumor gewonnenem HSP übereinstimmt. Möglicherweise  fungieren HSP als
Antigencarrier.DieseAnnahmewirddadurchbestärkt,daß sowohlHSP90alsauch
HSP70beiZugabevonATPihreAntigenitätverlieren ,unterFreisetzungeinesnoch
unerforschtenniedermolekularenSubstrates [Srivastava etal.,1994;Tamuraetal.,
1993]. Dies führt zu der Vermutung, daß nicht die Hit zeschockproteine selbst,
sondern die gebundenen Substrate als Antigene fungiere n. Diese Stoffe scheinen
antigen und tumorspezifisch zu sein, denn in normalen Zellen binden
Hitzeschockproteine zwar auch Peptide, jedoch agieren die se nicht antigen. Daß
HSP70eineRolle inderAntigenpräsentationspielt,ü berraschtnichtbeidergroßen
ÄhnlichkeitzudenProteinenderMHCKlasse-1[Gething undSambrook,1992].
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BeiverschiedenenMalignomenentdeckteman,daßdasAuf tretenvonHSP´sneben
der Aktivierung von antigenspezifischen zytotoxischen T-Ly mphozyten auch zur
Bildung von gegen den jeweiligen Tumor gerichteten A ntikörpern führt [Udono und
Srivastava, 1993; Srivastava, 1993, Robert et al., 20 02, Yoshino et al., 1994]. Die
körpereigene Immunantwort spielt für den Verlauf eine r Tumorerkrankung eine
elementareRolle.Somit könntedieMinderexpressionvo nHSP´sdazu führen,daß
einzelne Tumorzellen durch das Immunsystem nicht erkannt werden und somit im
Körper verbleiben können, was die Prognose der Tumorer krankung nachhaltig
beeinflussen würde. Bestärkt wird diese Annahme durch di e Entdeckung, daß die
Oberflächenexpression von HSP70 mit einer erhöhten Sen sitivität von
Bronchialtumorzellen für durch Natürliche Killerzellen  ausgelöste Lyse einhergeht
[Botzleretal.,1996].
Die HSC60-Familie besteht aus den GroEL-verwandten Pr oteinen in Eubakterien,
Mitochondrien und Chloroplasten, der TCP-1-Gruppe (CC T oder TriC) im
Eukaryontenzytosol und GroEL in E. coli. Es handelt sich um große Proteine, die
eine zentrale Vertiefung als Substratbindungsdomäne b esitzen. Die Regulation
erfolgtdurchChaperonin10(cpn10).HSC60istvorall eminMitochondrienzufinden
und besteht aus einem Doppelring. Ebenso wie HSC70 ist  auch HSC60 an den
Faltungsprozessen neuer Proteine beteiligt. HSC60 weist  wie HSC70 ein ATP
abhängiges Bindungsverhalten auf und verhindert ebenf alls dasAusbilden falscher
Tertiär-undQuatärstrukturen,ohneaktivindenFalt ungsprozeßeinzugreifen[Cheng
etal.,1989;Hightower,1980;Hartmanetal.,1992 ].DashumaneHitzeschockprotein
60weistübereinstimmendeSequenzabschnittemiteinerV ielzahlanAutoantigenen
auf.GefundenwurdensolcheHomologienzuAutoantigen enbei insulinabhängigem
Diabetes mellitus, Hashimoto-Thyreoiditis, Glomerulone phritis, Sklerodermie,
Pemphigoid,rheumatoiderArthritis,multiplerSklerose ,MorbusAddisonundanderen
Autoimmunerkrankungen[Jonesetal.,1993].AuchHSC60r espektiveHSP60kann,
wieHSP70,als tumorspezifischesAntigen reagieren.Dabe i fungiert esnicht selbst
alsAntigen,sondernebenfallsalsAntigencarrier.
Die kleinstenHitzeschockproteinemit einemMolekulargewich t zwischen12-43kDa
werden zu einer Gruppe zusammengefaßt. HSC27 läßt sich  nicht nur in Tumoren
finden, sondern auch in gesunden Proben von Mamma, Ute rus, Zervix, Plazenta,
Haut, Thrombozyten und anderen [Ciocca et al., 1993] . Die meisten von ihnen
werdenabernurunterStreßbedingungenproduziert. Siekönneninvitroanbereits
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denaturierte Proteine binden und deren Aggregation verhindern. Im Gegensatz zu
größerenHitzeschockproteinenistdasBindungsverhaltenAT Punabhängigundsehr
beständig. Vermutlich ermöglichen sie hierdurch HSC70, d ie an sie gebundenen
Proteine in Phasen höherer ATP-Verfügbarkeit zu renat urieren. Dem kleinsten von
uns untersuchten Hitzeschockprotein wird, wie den anderen  beiden ebenfalls, eine
zytoprotektive Funktion zugeschrieben. HSP27 bietet wie HSP70 einen wirksamen
Schutz gegenüber Hitzestreß und anderen physikalischen Ap optosesignalen, mit
Ausnahme von UV-Strahlung. Hitzeschockprotein 27 kann Apo ptose zum einen
direkt,durchseineFunktionalsChaperonüberSchutzvon ProteinenvorOxidation,
alsauchindirekt,durchAnhebungdesGlutathionspiegel sunddarausresultierendem
Schutz voroxidativemStreß, verhindern [Mehlenet a l., 1996;Previlleet al.,1999].
Die Möglichkeit von HSP27 und HSP70 den programmierte n Zelltod abzuwenden,
beschränkt sich nicht nur auf natürliche Vorgänge, sondern limitiert auch den
Behandlungserfolg bestimmter Chemotherapeutika, welche  gerade über die
Aktivierung der Apoptose wirken. Hitzeschockproteine werd en auch mit
Therapieresistenz undMDR (multi drug resistance) in Ver bindung gebracht. Diese
stellteingroßesProbleminderBehandlungmaligner Tumorendar,dahierdurchdie
TumorenmitderZeitunempfindlichgegendieangewan dteTherapiewerdenkönnen.
DabeikannHSF1,einesderRegulatorproteinederHSP Expression,ebenfallsandie
Promotorregion des MDR1-Gens binden mit der Folge ei nes erhöhten
P-Glykoprotein-Levels[Vilaboaetal.,2000].Mögliche rweisesinddeshalbPatienten,
deren Tumoren HSP überexprimieren, weniger empfindl ich für bestimmte
Chemotherapeutika, was wiederum einen wichtigen progno stischen Faktor für die
Patienten darstellen würde. In Zellinien von Ovarial karzinomen konnte gezeigt
werden, daß die Expression von HSP27 mit einer erhöht en Resistenz gegenüber
Cisplatin einherging, während das Blocken der HSP27 Exp ression die Zellen
empfindlicherfürCisplatinwerdenließ[Yamamotoet al.,2001].ÄhnlicheErgebnisse
wurdenbei 98untersuchtenKopf-Hals-Tumorengefunden. Eswurdezusätzlichein
ZusammenhangzwischenHSP27ExpressionundThermotherapi eresistenzermittelt,
nicht jedoch eine Korrelationmit der ebenfalls untersu chten Bestrahlungsresistenz,
sodaßhierbeiwahrscheinlichandereMechanismeneineRol lespielen[Fortinetal.,
2000].BeiMammakarzinomenkorrelierteineHSP70Über expressionsignifikantmit
einer geringeren Differenzierung und einer schlechtere n Prognose [Lazaris et
al.,1997].
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Esistersichtlich,daßesnichtdenmustergültigenPrognose faktorgibt.Vielmehrmuß
man sich auf die Suche nach einem geeigneten Muster von möglichen
Prognosefaktoren begeben, um in Zukunft eine individ uelle Prognose und
angemesseneTherapiefürjedeneinzelnenPatientenan fertigenzukönnen.



1.5Aufgabenstellung

Die Prognose desNSCLChat sichmit Ausnahme der Stadie n IIIA und IIIB in den
letzten15Jahrennichtverbessernlassen.Dielimitiere ndenFaktoreninderTherapie
des NSCLC stellen das Auftreten von Fernmetastasen und d ie Entwicklung von
Lokalrezidivendar.Sie sindalsZeichendesmalignenP otentialsdesPrimärtumors
zu werten, welches wahrscheinlich durch bestimmte genetische  Veränderungen in
der DNS des Tumors begründet ist und Ausdruck in einem v eränderten
Proteinmuster der Tumorzelle findet. Welche betroffen en Proteine als
krebsassoziierteMarker bzw. Prognosefaktoren für das NSCL C in Frage kommen,
soll anhand immunhistochemischer Färbungen von Primärtu moren und
dazugehörigen Lymphknoten aus einer Therapievergleichsst udie überprüft werden.
Hierbei handelt es sich um ein besonderes Patientenkolle ktiv. Denn es werden
ausschließlichPatientenmit einemnichtkleinzelligenBro nchialkarzinom imStadium
IIIA mit pathologisch gesichertem N2-Befall nach vollstän diger Tumorresektion
untersucht, die keine neoadjuvante Strahlen- oder Che motherapie erhalten haben.
Die obenbeschriebenenProteine (p53,bcl-2,HER-2,H SP70,HSP60undHSP27)
stellenaufgrundder vorliegendenDatenzentraleReg ulatoren imZellzyklusoder in
derImmunantwortaufmaligneZellendar.AusdiesemG rundsollihreprognostische
BedeutungfürdasNSCLCüberprüftwerden.
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2.MaterialundMethoden

2.1.Material

2.1.1.Geräte

ImmunhistochemieundImmunzytochemie

− Brutschrank                          Her aeus(Hanau)
− Copeline-Gefäße                    Sigma (München)
− Deckgläser(24x60mm)            Menzel-Gläser (Braunschweig)
− Färbeküvetten                         Ko be(Marburg)
− Feuchtkammer                        eig eneHerstellung
− FilterpapierfürFeuchtkammer      Schleicher& Schull(Dassel)
− Mikrotom1515 Leitz(Wetzlar)
− Mikrowelle650Watt Privileg(Fürth)
− NagellackNiveaBeaute(klar) BeiersdorfAG(Hamburg)
− Objektträger(26x76mm)         Menzel-Gläser (Braunschweig)
− Objektträgerkastenfür100Objektträger Kobe(Marburg)
− PapPen(Fettstift)               Immunote ch(Hamburg)
− Wasserbecken Kobe(Marburg)


Mikroskopie:

− Filme:KodakEktachrome64professional      Koda k(USA)
− Kamera:WildMPS12                             Wild(Schweiz)
− Mikroskop:Labovert(FotosundZellzählung)   Lei tz(Wetzlar)
− Mikroskop:Orthoplan(Präparateauswertung)  Leitz (Wetzlar)
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Zellzählung:

− ZählkammernachNeubauer      Kobe(Marburg)


Zentrifugen:

− BiofugeA                       Heraeus( Hanau)
− Cryofuge5000                              Heraeus(Hanau)
− Cytospin2            Shandon(England)


Zytozentrifugation:

− Aufschleudertrichter( ∅=7mm/12mm) Shandon(England)
− Deckgläser(24x24mm)                Menzel- Gläser(Braunschweig)
− Einfrierkastenfür50Objektträger       Kobe (Marburg)
− FilterpapierfürZytozentrifugenpräparate Schlei cher&Schull(Dassel)
− Objektträger(26x76mm)             Menzel- Gläser(Braunschweig)
− ObjektträgerhalterungfürZytozentrifuge Shandon( England)
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2.1.2.ReagenzienundChemikalien

A
− AB-Serum         Biotest(Dreieich)
− Azeton                Baker(Holland)
− Aminopropyltriethoxysilane(APES) Sigma(München)
− Aquadestillata Kliniksapotheke

B
− B-SASuperSensitiveImmunostainingKit BioGene x(Hamburg)

D
− DAB(3,3´-Diaminobenzidin)SubstrateKit      Vector(USA)
− Dinatriumhydrogenphosphat                   Merck(Darmstadt)

E
− Entellan Merck(Darmstadt)
− Ethanol(vergällt)                         Kliniksapotheke
− Ethylendiamintetraazetizazid(EDTA)0,02% Gibco BRL(Eggenstein)

F
− FastRedSubstratePack BioGenex(Hamburg)
− FötalesKälberserum(10%)    GibcoBRL(Eggen stein)

H
− Hämalaun Kliniksapotheke

K
− KaisersGlyzeringelatine          Merck(Darmsta dt)
− Kaliumdihydrogenphosphat        Merck(Darmstad t)
− Kaliumhydrogenkarbonat           Merck(Darmsta dt)
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L
− Levamisol                          Sigma (München)

M
− Methanol Kliniksapotheke

N
− Natriumchlorid                                    Merck(Darmstadt)
− Natronlauge(1N)                                 Merck(Darmstadt)
− NewFuchsinSubstrateSystem            Dako( Hamburg)
− NormalHorseSerum                            Vector(USA)

R
− RPMI1640(+2mmolL-Glutamin)    GibcoBRL(E ggenstein)

S
− Salzsäure(1N)                              Merck(Darmstadt)

T
− Trypanblau                                  Kliniksapotheke

V
− VectastainEliteABCKit        Vector(USA)
W
− Wasserstoffperoxid Merck(Darmstadt)

X
− Xylol                                 M erck(Darmstadt)

Z
− Zitronensäuremonohydrat      Merck(Darmstadt)
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2.1.3.Antikörper

Primärantikörper(monoklonalMausAnti-Human):

− BCL-2Oncoprotein(Klon124;M0887)  Dako(Ham burg)
− c-erbB-2Oncoprotein(KlonCBE1)       NovoC astra(England)
− c-erbB-2Oncoprotein(KlonCB11)      NovoCast ra(England)
− HeatShockProtein27(KlonG3.1)         BioG enex(Hamburg)
− HeatShockProtein60(KlonLK1)          Si gma(München)
− HeatShockProtein70(KlonBRM-22)       Sigm a(München)
− HeatShockProtein70(KlonBRM-22)       BioG enex(Hamburg)
− HeatShockProtein70(Klon8B11)          N ovoCastra(England)
− p53Protein(KlonDO-7)                      NovoCastra(England)
− p53Protein(KlonDO-7)                       BioGenex(Hamburg)


Primärantikörper(Negativkontrolle):

− MouseIgG1(MOPC-21)     Sigma(München)


Sekundärantikörper:

− RabbitAnti-MouseImmunoglobulins(Z0259) Dako(Ha mburg)

KonjugierterSekundärantikörper:

− BiotinyliertesAnti-ImmunglobulininPBSmit     BioGenex(Hamburg)
    Trägerproteinund0,09%Natriumazid
− BiotinyliertesAnti-MouseIgG(H+L) Vector(USA)
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KonjugierteTertiärantikörper:

− AlkalinePhosphataseandmousemonoclonal  Dako(Hambu rg)
   Anti-AlkalinePhospatase(APAAP/D0651)
− AlkalischePhosphatase-konjugiertesStrept-  BioGenex( Hamburg)
    avidininPBSmitTrägerproteinund0,09%
    Natriumazid
− VectastainEliteABCReagent                   Vector(USA)




2.1.4.PufferundAdhäsivlösung

− 10xPBS(WaschpufferfürdieImmunhistochemie): -1,35 MNaCl
  -0,08MNa 2HPO 4
  -0,015MKH 2PO4
        pH=7,6

− Zitratpuffer (Antigendemaskierung):       -2,1gZitratmono hydrat
                                        -900mlAquadestillata
                                              -ca.13mlNaOH
     ph=6,0


− Adhäsivlösung(Schnitthaftungsverbesserung): -4mlAm inopropyl-
−     triethoxysilane(APES)
               -200mlAceton
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2.2Patientenproben

Die Primärtumoren und dazugehörigen Lymphknoten stamm en von NSCLC-
PatientenauseinerTherapievergleichsstudie.Hierbei handeltessichausschließlich
um Patienten mit einem pathologisch gesicherten nichtklei nzelligen
BronchialkarzinomimStadiumIIIAmitN2-Befallnach vollständigerTumorresektion,
die keine neoadjuvante Strahlen- oder Chemotherapie erhalten haben. Die Proben
wurdenmitFormalinfixiertundinParaffineingele gt.



Tumorproben

Gesamt          (n=34)

− Plattenepithelkarzinome                             (n=19)
− Adenokarzinome                                      (n=11)
− bronchoalveoläreKarzinome                       (n=2)
− adenosquamöseKarzinome                                (n=2)


Lymphknotenproben


Gesamt            (n=32)

− Plattenepithelkarzinome                               (n=17)
− Adenokarzinome                                         (n=11)
− bronchoalveoläreKarzinome                          (n=2)
− adenosquamöseKarzinome                                    (n=2)
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2.3KontrollprobenundAntikörpertestung


Zur Überprüfung der eingesetzten Antikörper und des F ärbeverfahrens wurden
Kontrollproben verwendet, die vom Hersteller des betr effenden Primärantikörpers
zumNachweisempfohlenwurden.DieKontrollprobenwur denfreundlicherweisevon
derhiesigenPathologieunddereigenenAbteilungbe reitgestellt.


An den Kontrollproben wurde die optimale Verdünnung  des Primärantikörpers mit
1:10 PBS-verdünntem AB-Serum getestet. Hierzu wurde n Verdünnungen des
Antikörpers von 1:10, 1:50, 1:100 und 1:400 erstellt. Die verwendeten
PrimärantikörpersindmitdenoptimalenVerdünnungen angegeben.


− Mammakarzinom(MAM1)fürHSP27 BioGenex(KlonG3. 1) 1:100
− Mammakarzinom(MAM2)fürHSP60   Sigma(Klon LK1)     1:400
− Mammakarzinom(5810)fürHSP70      BioGenex (KlonBRM-22) 1:100
− Pankreaskarzinom(13689/98)fürp53   NovoCastra (KlonDO-7) 1:100
− Mammakarzinom(A4500/95a)fürBCL-2DAKO(Klon 124;M0887) 1:50
− Mammakarzinom(5400/96)fürHER-2   NovoCastra (KlonCB11) 1:50
− NegativkontrolledesjeweiligenTumors Sigma(M OPC-21)      1:400
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2.4.Methoden

2.4.1.Präparateherstellung

2.4.1.1.Objektträgervorbehandlung

DurchdashäufigeAbspülenderGewebeschnittebeimFär benkanneszumAblösen
vom Objektträger kommen. Um diesem Problem entgegenzuw irken, wurden die
ObjektträgermiteinerAdhäsivlösungvorbehandelt.Daz uwurdendieObjektträgerfür
jeweils 10 Minuten zunächst in ein Azetonbad, dann in eine APES-Azetonlösung
getaucht. Danach folgten für je 5 Minuten zwei Bäder in Aqua destillata.
AbschließendwurdendieObjektträgerbei60°CimWärm eschrankgetrocknet.

2.4.1.2  Gewebebearbeitung

Die eingesandten Tumor- und Lymphknotenparaffinblöcke wurden bei –20 °C
gelagert.MiteinemSerienmikrotomwurden4 µmdickeSchnittpräparateangefertigt
undsofortinein35°CwarmesWasserbadverbracht.Von dortwurdensieaufeinen
vorbehandelten Objektträger gezogen. Zur Verbesserung  der Gewebeanhaftung
wurdendiesoerstelltenPräparatezumTrocknen fürein eStundebei60 °C inden
Wärmeschrank gestellt.Danachwurden sie inObjektträgerkä stenkühl und trocken
gelagert.

2.4.1.3EntparaffinierungundRehydrierung

DiePräparatewurdenzuerstfür30Minutenineinen Wärmeschrank(60°C)gestellt.
Anschließendwurdensiefür10MinutenineinXylolbad gelegt.DieserSchrittwurde
einzweitesMalwiederholt.DanachfolgteeinBadinE thanolabsolutfür10Minuten,
welches im Anschuß nochmals der Reihe nachmit 96%igem, 8 0- und 70%igem
Ethanoldurchgeführtwurde(Alkoholreihe).Biszudiese mPunktderVorbereitungist
dasVorgehenbei den drei angewandtenFärbemethoden identisch.Da sie sich ab
hierindenFolgeschrittenunterscheiden,werdensieein zelnvorgestellt.

26

2.4.2.Färbemethoden

2.4.2.1Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phos phatase-Methode
(APAAP)

DersogenanntenAlkoholreihefolgtebeidieserMethode dasSpülenderSchnitte in
Aqua destillata für 5Minuten.Gleichzeitig wurdenC opeline-Gefäßemit Zitratpuffer
aufgefüllt, in denendieObjektträger für 10Minuten  in derMikrowelle bei 600Watt
erhitzt wurden, um eine bessere Demaskierung von Antig enen zu erreichen. Die
Pufferverluste durch die Mikrowellenbehandlung wurden etwa alle 2 Minuten
ausgeglichen, so daßdieSchnitte stets vollständig von Zi tratpuffer bedecktwaren.
NachdemdieserVorgangnochmalsmitneuemPufferwiede rholtwurde,erfolgtedas
Abkühlen der Schnitte für 15 Minuten in den Copeline- Gefäßen. Anschließend
erfolgtedasSpülenmitPBSfür5Minuten.UmdasFär benzuerleichternunddiezu
verbrauchendeMenge an Substanzen gering zu halten, w urden die Tumorschnitte
nun mit dem Pap Pen in sicherem Abstand umrandet und i n feuchte Kammern
gelegt.ImAnschlußwurdendieSchnittefür20Minute nbeiRaumtemperaturmitAB-
Serum bedeckt, welches 1:10 mit PBS versetzt war. Dieser Schritt wurde
durchgeführt, um unspezifische Bindungen imGewebe abz udecken. Nachdem das
AB-Serum vorsichtig abgetropft wurde, erfolgte die In kubation mit dem jeweiligen
Primärantikörper für eine Stunde bei 37 °C in einem Wärmeschrank. Nach dieser
Stunde wurden die Objektträger dreimal für je 2 Minu ten in PBS getaucht. Im
Anschluß daran wurde bei Raumtemperatur der Sekundäran tikörper Z259, 1:20
verdünntmitAB-Serum,füreineStundeaufgebracht. ErneutwurdendieObjektträger
dreimal für je2Minuten inPBSgetaucht.Nachfolgend wurdendieSchnittefüreine
Stunde mit APAAP, welches 1:100 mit AB-Serum verdünnt  war, benetzt.
Abschließend wurden die Objektträger dreimal für je 2  Minuten in PBS getaucht.
Gleichzeitig wurden für die Neufuchsinanfärbung das Chr omogen und der
SubstratansatznachProtokollvorbereitet.DemMischenb eiderLösungenfolgtedas
AufbringenaufdieObjektträger.DieSchnittewurden nach10MinutenEinwirkzeitmit
Aqua destillata abgespült, mit Hämalaun gegengefärbt und mit warmem
Leitungswassergebläut.Abschließendwurdensiemitvor gewärmterGlyzeringelatine
eingedeckt. Zur besseren Konservierung der Schnitte wurd en die Ränder des
DeckglasesmitNagellackabgedichtet.
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2.4.2.2Avidin-Biotin-Komplex-Methode(ABC)

Der Alkoholreihe schloß sich bei dieser Methode, um ein e übermäßige
Hintergrundfärbung zu vermeiden, dasBlocken der endo genenPeroxidase an.Die
Schnittewurden hierzu beiRaumtemperatur für 30Min uten in einBad aus 200ml
Methanolund6ml30%igemWasserstoffperoxidgestellt. Anschließenderfolgteeine
Mikrowellenbehandlung,wiesiebeiderAPAAP-Methode beschriebenwurde.Umdie
Demaskierung von Antigenen zu forcieren, wurde eine Tr ypsinandauung für 15
Minuten bei 37°C im Wärmeschrank durchgeführt. Die Sch nitte wurden dann
gründlichmitAquadestillatagespült,mitdemPapPen umrandetundindiefeuchten
Kammern gelegt. Es wurde dann eine Vorinkubation mit 1:10 PBS-verdünntem
Normal Horse Serum zur Abdeckung unspezifischer Bindungen  im Gewebe
vorgenommen. Dem Abtropfen des Normal Horse Serums nac h 20 Minuten folgte
das Aufbringen des Primärantikörpers auf die Gewebeschnit te. Die Objektträger
wurden so für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Es wurd e hinterher, wie bei der
APAAP-Methodebeschrieben,mitPBSgespült.ImAnschluß wurdendieSchnittemit
dem konjugierten Sekundärantikörper für eine halbe S tunde bei Raumtemperatur
bedeckt.NachdemerneutenSpülenmitPBS,wurdeeine ABC-Komplex-Lösungfür
eine halbe Stunde aufgebracht. Ein letztes Mal wurde mit PBS gespült und die
Schnitte mit dem vorbereiteten DAB-Substrat-Kit für z ehn Minuten inkubiert. Der
Gegenfärbung mit Hämalaun und dem Bläuen in warmem Leitungswasser folgte
danneineaufsteigendeAlkoholreihe.Abschließendwurd endieObjektträgerdannin
3 Xylolbäder für je 5 Minuten getaucht. Das Eindecken erfolgte mit Entellan. Zur
besserenKonservierungderSchnittewurdenauchhierdi eRänderdesDeckglases
mitNagellackabgedichtet.
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2.4.2.3Biotin-Streptavidin-Methode(B-SA)

Im Gegensatz zu den beiden erstgenannten Methoden fol gte hier nicht eine
Mikrowellenbehandlung, sondern eine 10 stündige Inkubat ion der Objektträger mit
ZitratpufferineinemWärmeschrankbei60°C.Danachwu rdensiefür5Minutenmit
PBSabgespült.AnschließendwurdendieSchnittemite inemPapPenumrandet, in
feuchte Kammern gelegt und für 20 Minutenmit 1:10 P BS-verdünntem AB-Serum
versetzt. Danach wurde für 45 Minuten bei 37 °C die I nkubation mit dem
Primärantikörperdurchgeführt.Es folgte,wiebeider APAAP-Methodebeschrieben,
dasSpülenmitPBS.HieranschloßsichdasAufbringendes Linkantikörpersfüreine
halbeStundebeiRaumtemperaturan.NacherneutemSp ülenmitPBS,wurdendie
SchnittemitdemLabelantikörperfüreinehalbeStund einkubiert.DemletztenSpülen
mit PBS folgte das Aufbringen der vorbereiteten Fast- Red-Lösung für 10 Minuten.
DanachwurdendieObjektträgerinAquadestillatageste llt.NachdemdieSchnittemit
Hämalaungegengefärbtund inWassergebläutwurden, erfolgtedasEindeckenmit
vorgewärmterGlyzeringelatine.AuchhierwurdendieD eckglasrändermitNagellack
abgedichtet.


2.4.4.Auswertung

2.4.4.1AuswertungimmunhistochemischerPräparate

Die gefärbten Tumorschnitte wurden von drei Personen m it einem
Phasenkontrastmikroskop bei 100facher und 400facher Verg rößerung unabhängig
voneinander beurteilt. Die Bewertung der Färbung al s positiver Nachweis für das
jeweils gesuchteAntigen richtete sich nach vorgegebenen pathologischenKriterien
bezüglichderQuantitätundderLokalitätderAnfärbu ng.Desweiterenmußte immer
durch eine mitzuführende Negativkontrolle eine unspezi fische Anfärbung
ausgeschlossen werden. Durch die Verwendung von Positivkon trollen wurde das
korrekte Einhalten des Färbeprotokolls überprüft und di e Möglichkeit falscher
Ergebnisse aufgrund von Färbefehlern minimiert. Bei u nterschiedlicher Beurteilung
einesPräparateswurdeeineerneuteFärbungdesjeweil igenTumorsuntergleichen
Bedingungendurchgeführtunderneutunabhängigvone inanderbeurteilt.
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3.Ergebnisse

DasdurchschnittlicheAlterder34Patientenbetrug57,6 4Jahre (39–73Jahre). In
50% der analysierten Primärtumoren bestand ein Diffe renzierungsgrad G2 und in
50%einDifferenzierungsgradG3.Alle vorhandenen3 4Tumorschnittewurdenauf
dievorgestelltenmöglichenPrognosefaktorenuntersucht.

Gesamt          (n=34)
− Plattenepithelkarzinome  (n=19)
− Adenokarzinome  (n=11)
− bronchoalveoläreKarzinome  (n=2)
− adenosquamöseKarzinome  (n=2)

dabei lagen von 27 Patienten sowohl eine Tumorprobe als auch eine
Lymphknotenprobevor.


LymphknotenprobenvonPatientenmitnichtkleinzellige mBronchialkarzinom

Gesamt           (n=27)
− Plattenepithelkarzinome                               (n=14)
− Adenokarzinome                                         (n=9)
− bronchoalveoläreKarzinome                          (n=2)
− adenosquamöseKarzinome                                    (n=2)
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3.1. Färbungvonp53

3.1.1 FärbungderPrimärtumorenmitdemp53-Antikörp er

Von den 34 auf p53 untersuchten Tumoren waren 16 (47 ,05 %) positiv (s.
Abb. 1 im Anhang). Die Resultate im Hinblick auf die u nterschiedlichen
Histologienstellensichwiefolgtdar:
 
 Plattenepithelkarzinome(8/19) 42,10%
 
 Adenokarzinome(7/11) 63,63%
 
 bronchoalveoläreKarzinome(0/2) 0%
 
 adenosquamöseKarzinome(1/2) 50%

VergleichvonPlattenepithelkarzinomenundAdenokarzin omenbezüglichp53
Überexpression
Plattenepithelkarzinome(8/19)      42,10%
Adenokarzinome(7/11)       63,63%
Fisherexacttest        p=0,3216

p53ÜberexpressionundDifferenzierungsgrad
G2(9/14)         64,28%
G3(6/15)         40,00%
Fisherexacttest:        p=0,2584


3.1.2 FärbungderLymphknotenmitdemp53-Antikörper

Von den27 auf p53 untersuchtenLymphknotenwaren15 ( 55,55%) positiv.
DieResultateimHinblickaufdieunterschiedlichenHistol ogienstellensichwie
folgtdar:
 
 Plattenepithelkarzinome(8/14) 57,14%
 
 Adenokarzinome(6/9) 66,66%
 
 bronchoalveoläreKarzinome(0/2) 0%
 
 adenosquamöseKarzinome(1/2) 50%
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Vergleich der Lymphknoten von Plattenepithelkarzinomen  und
Adenokarzinomenbezüglichp53Überexpression
Plattenepithelkarzinome(8/14)      57,14%
Adenokarzinome(6/9)       66,66%
Fisherexacttest        p=0,6223

p53ÜberexpressionundDifferenzierungsgradderLymphkn oten
G2(7/11)         63,63%
G3(7/11)         63,63%
Fisherexacttest:        p=0,6821


Bei 3 p53 negativen Plattenepithelkarzinomen war de r dazugehörige
LymphknotenpositivfürdasuntersuchteAntigen.Gleiche swurdebeieinem
p53 negativen Adenokarzinom gefunden. Umgekehrt lagen  bei einem
Plattenepithelkarzinom und einem Adenokarzinom, die b eide p53 positiv
waren,p53negativeLymphknotenvor.


3.2. Färbungvonbcl-2

3.2.1 FärbungderPrimärtumorenmitdembcl-2-Antikör per

Alle 34 Primärtumorproben stellten sich in der immunhi stochemischen
Analyse für bcl-2 negativ dar. Durch das Mitführen eine r mehrfach
kontrollierten Positivkontrolle (s. Abb. 2 im Anhang) u nd zweimaligem
Wiederholen der Färbung aller Schnitte konnte ein met hodisch bedingter
Fehlerausgeschlossenwerden.
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3.2.2 FärbungderLymphknotenmitdembcl-2-Antikörpe r

Von den 27 auf bcl-2 untersuchten Lymphknoten wies keiner  eine als
eindeutig positiv zu bewertende Anfärbung auf. Auch hier konnte ein
methodischbedingterFehlerausgeschlossenwerden.


3.3. FärbungvonHER-2

3.3.1 FärbungderPrimärtumorenmitdemHER-2-Antikö rper

Vonden30aufHER-2untersuchtenTumorenwaren3(1 0%)positiv(s.Abb.
3 imAnhang).DieResultateimHinblickaufdieuntersch iedlichenHistologien
stellensichwiefolgtdar:
 
 Plattenepithelkarzinome(1/15) 6,66%
 
 Adenokarzinome(1/11) 9,09%
 
 bronchoalveoläreKarzinome(1/2) 50%
 
 adenosquamöseKarzinome(0/2) 0%


VergleichvonPlattenepithelkarzinomenundAdenokarzin omenbezüglich
HER-2Überexpression
Plattenepithelkarzinome(1/15)      6,66%%
Adenokarzinome(1/11)       9,09%
Fisherexacttest        p=1,3538

HER-2ÜberexpressionundDifferenzierungsgrad
G2(1/11)         9,09%
G3(1/11)         9,09%
Fisherexacttest:        p=1,5238
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3.3.2 FärbungderLymphknotenmitdemHER-2-Antikörp er

Vonden23aufHER-2untersuchtenLymphknotenwaren3 (13,04%)positiv.
DieResultateimHinblickaufdieunterschiedlichenHistol ogienstellensichwie
folgtdar:
− Plattenepithelkarzinome(0/10) 0%
− Adenokarzinome(2/9) 22,22%
− bronchoalveoläreKarzinome(1/2) 50%
− adenosquamöseKarzinome(0/2) 0%


Vergleich der Lymphknoten von Plattenepithelkarzinomen  und
AdenokarzinomenbezüglichHER-2Überexpression

Plattenepithelkarzinome(0/10)      0%
Adenokarzinome(2/9)       9,09%
Fisherexacttest        p=n.b.

HER-2ÜberexpressionundDifferenzierungsgradderLymp hknoten
G2(2/11)         18,18%
G3(0/11)         0%
Fisherexacttest:        p=n.b.

Der dem positiven Plattenepithelkarzinom zugehörige L ymphknoten war
negativfürHER-2.DerLymphknoteneinesHER-2negat ivenAdenokarzinoms
warpositivfürHER-2.
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3.4. FärbungvonHSP27

3.4.1 FärbungderPrimärtumorenmitdemHSP27-Antikö rper

Vonden34aufHSP27untersuchtenTumorenwaren29(8 5,29%)positiv(s.
Abb. 10 im Anhang). Die Resultate im Hinblick auf die unterschiedlichen
Histologienstellensichwiefolgtdar:
− Plattenepithelkarzinome(17/19) 89,47%
− Adenokarzinome(8/11) 72,72%
− bronchoalveoläreKarzinome(2/2) 100%
− adenosquamöseKarzinome(2/2) 100%


VergleichvonPlattenepithelkarzinomenundAdenokarzin omenbezüglich
HSP27Überexpression
Plattenepithelkarzinome(17/19)      89,47%
Adenokarzinome(8/11)       72,72%
Fisherexacttest        p=0,4025


HSP27ÜberexpressionundDifferenzierungsgrad
G2(13/14)         92,85%
G3(12/15)         80,00%
Fisherexacttest:        p=0,6513
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3.4.2 FärbungderLymphknotenmitdemHSP27-Antikörp er

Vonden27aufHSP27untersuchtenLymphknotenwaren25 (92,59%)positiv
(s. Abb. 9 im Anhang). Die Resultate im Hinblick auf di e unterschiedlichen
Histologienstellensichwiefolgtdar:
− Plattenepithelkarzinome(14/14) 100%
− Adenokarzinome(7/9) 77.77%
− bronchoalveoläreKarzinome(2/2) 100%
− adenosquamöseKarzinome(2/2) 100%


Vergleich der Lymphknoten von Plattenepithelkarzinomen  und
AdenokarzinomenbezüglichHSP27Überexpression
Plattenepithelkarzinome(14/14)      100%
Adenokarzinome(7/9)       77.77%
Fisherexacttest        p=n.b.

HSP27ÜberexpressionundDifferenzierungsgrad
G2(11/11)         100%
G3(9/11)         81,81%
Fisherexacttest:        p=n.b.

Bei 2 HSP27 negativen Adenokarzinomen war der dazuge hörige
Lymphknoten positiv für das Hitzeschockprotein 27. Gleiches wurde bei
einemHSP27negativenPlattenepithelkarzinomgefunde n.Umgekehrt lagen
bei 2 Plattenepithelkarzinomen, die beide HSP27 positi v waren, negative
Lymphknotenvor.
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3.5. FärbungvonHSP60

3.5.1 FärbungderPrimärtumorenmitdemHSP60-Antikö rper
Vonden34aufHSP60untersuchtenTumorenwaren21(6 1,76%)positiv(s.
Abb. 7 im Anhang). Die Resultate im Hinblick auf die u nterschiedlichen
Histologienstellensichwiefolgtdar:
− Plattenepithelkarzinome(13/19) 68,42%
− Adenokarzinome(5/11) 45,45%
− bronchoalveoläreKarzinome(1/2) 50%
− adenosquamöseKarzinome(2/2) 100%


VergleichvonPlattenepithelkarzinomenundAdenokarzin omenbezüglich
HSP60Überexpression
Plattenepithelkarzinome(13/19)      68,42%
Adenokarzinome(5/11)       45,45%
Fisherexacttest        p=0,2898

HSP60ÜberexpressionundDifferenzierungsgrad
G2(9/14)         64,28%
G3(10/15)         66,66%
Fisherexacttest        p=0,6006


3.5.2 FärbungderLymphknotenmitdemHSP60-Antikörp er
Vonden27aufHSP60untersuchtenLymphknotenwaren12 (44,44%)positiv
(s. Abb. 8 im Anhang). Die Resultate im Hinblick auf di e unterschiedlichen
Histologienstellensichwiefolgtdar:
− Plattenepithelkarzinome(5/14) 35,71%
− Adenokarzinome(5/9) 55,55%
− bronchoalveoläreKarzinome(1/2) 50%
− adenosquamöseKarzinome(1/2) 50%
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Vergleich der Lymphknoten von Plattenepithelkarzinomen  und
AdenokarzinomenbezüglichHSP60Überexpression
Plattenepithelkarzinome(5/14)      35,71%
Adenokarzinome(5/9)       55,55%
Fisherexacttest        p=0,4410

HSP60ÜberexpressionundDifferenzierungsgradderLymp hknoten
G2(6/11)         54,54%
G3(5/11)         45,45%
Fisherexacttest:        p=0,6051


Bei 5 HSP60 positiven Plattenepithelkarzinomen war de r zugehörige
Lymphknoten negativ für das Hitzeschockprotein 60. Gleic hes wurde bei
einemHSP60positivenadenosquamösenKarzinomgefunden .




3.6. FärbungvonHSP70

3.6.1 FärbungderPrimärtumorenmitdemHSP70-Antikö rper

Vonden34aufHSP70untersuchtenTumorenwaren8 (23 ,52%)positiv (s.
Abb.5 im Anhang). Die Resultate im Hinblick auf die un terschiedlichen
Histologienstellensichwiefolgtdar:
− Plattenepithelkarzinome(6/19) 31,57%
− Adenokarzinome(1/11) 9,09%
− bronchoalveoläreKarzinome(0/2) 0%
− adenosquamöseKarzinome(1/2) 50%
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Vergleich von Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzin omen bezüglich
HSP70Überexpression
Plattenepithelkarzinome(6/19)      31,57%
Adenokarzinome(1/11)       9,09%
Fisherexacttest        p=0,3427

HSP70ÜberexpressionundDifferenzierungsgrad
G2(2/14)         14,28%
G3(3/15)         20,00%
Fisherexacttest        p=0,7479


3.6.2 FärbungderLymphknotenmitdemHSP70-Antikörp er

Vonden27aufHSP70untersuchtenLymphknotenwaren4 (14,81%)positiv
(s. Abb. 6 im Anhang). Die Resultate im Hinblick auf di e unterschiedlichen
Histologienstellensichwiefolgtdar:
− Plattenepithelkarzinome(2/14) 14,28%
− Adenokarzinome(1/9) 11,11%
− bronchoalveoläreKarzinome(1/2) 50%
− adenosquamöseKarzinome(0/2) 0%

Vergleich der Lymphknoten von Plattenepithelkarzinomen  und
AdenokarzinomenbezüglichHSP70Überexpression
Plattenepithelkarzinome(2/14)      14,28%
Adenokarzinome(1/9)       11,11%
Fisherexacttest        p=1,3360

HSP70ÜberexpressionundDifferenzierungsgradderLymp hknoten
G2(2/11)         18,18%
G3(1/11)         9,09%
Fisherexacttest:        p=1,000
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Bei 3 Plattenepithelkarzinomen und einem adenosquamösen  Karzinom, die
alle vier positiv für HSP70 waren, lagen negative Lym phknoten vor.
Umgekehrt wurden bei 2 Plattenepithelkarzinomen und e inem
Adenokarzinom,welchealledreinegativwaren,HSP70 positiveLymphknoten
gefunden.



3.7 VergleichderFärbungenvonPrimärtumorundLymp hknoten

Vergleicht man die Ergebnisse der Färbungen von Primär tumor und
dazugehörigem Lymphknoten fällt auf, daß in mehreren  Fällen das
ProteinmustervonUrsprungsgewebe(Primärtumor)undTu morzellabsiedlung
(Lymphknotenmetastase)Modifikationenunterliegen.Dies läßtvermuten,daß
es in den lymphogenen Metastasen des Tumors oder in die sem selbst zu
weiteren Veränderungen kommen kann, die möglicherweise ein
unterschiedliches biologisches Verhalten von Primärtumor u nd dessen
Absiedlungenerklärenkönnte.

40

4.Diskussion 


Die Prognose des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms ha t sich in den letzten 20
Jahren nicht wesentlich gebessert. Das unterschiedliche biolo gische Verhalten der
Primärtumoren hat dabei erheblichen Einfluß auf die Prognose des einzelnen
Patienten. Es scheint daher sinnvoll, das biologische Verh alten stärker bei
zukünftigen Therapiekonzepten zu berücksichtigen. Da sich das biologische
Verhalten im veränderten Proteinmuster von Tumorzell en widerspiegelt, ist es
erforderlich, die entscheidenden Veränderungen zu erf assen und ein individuelles
Risikoprofilzuerstellen.Bisheristjedochnichteindeu tiggeklärt,welcheFaktorenbei
der Vielzahl an Veränderungen eine wichtige Rolle spi elen. Wir haben uns auf
Faktoren(p53,bcl-2,HER-2,HSP70,HSP60undHSP27) konzentriert,dienachden
vorliegenden Daten als zentrale Regulatoren im Zellz yklus agieren oder von
BedeutungfürdieImmunantwortaufmaligneZellensi nd.
Dassehr selektivePatientenkollektiv stellt das idealeMo dell einer solchenAnalyse
dar, da alle Patienten dasselbe Tumorstadium aufwiesen und in einem definitiven
Therapieprotokollbehandeltwurden. ImGegensatzzu anderenStudien fälltbeider
vorliegenden Analyse die Problematik unterschiedlicher T umorstadien und/oder
unterschiedlicher Therapien innerhalb des untersuchten Kollektivs weg. Aufgrund
diesesUmstandeswar es allerdings nur schwermöglich, verg leichbareArbeiten in
derLiteraturzu finden. InsbesonderederNachweis von Hitzeschockproteinenbeim
NSCLC wurde bislang erst in 5 anderen Arbeiten untersu cht. Da die
Langzeitergebnisse der Patienten noch ausstehen, wird n ur am Rande auf die
prognostische Bedeutung der Ergebnisse, die Teil einer w eiteren Arbeit werden,
eingegangen.
Die Frequenz der p53Mutationen wird bei NSCLCmit etwa 40-60% angegeben,
wobei nur bestimmte Formen vonMutationen zu einer K onformationsänderungmit
verlängerter Halbwertszeit des p53 und so zu immunhisto chemisch detektierbarer
Akkumulation führen. Ebenso kann eine Überexpression von  p53 auch ohne
Mutationauftreten.DieshatbeimVergleichvonmoleku larbiologischenNachweisen
der p53 Mutation mit immunhistologischer Detektion der Proteinüberexpression
eingeschränkteKonkordanzratenvon50-80%zurFolge.
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In dieser Arbeit ließ sich bei 16 (47,05 %) von 34 nich tkleinzelligen
Bronchialkarzinomen p53 immunhistochemisch nachweisen. Di eses Ergebnis
entspricht den in der Literatur gefundenen Häufigkeite n von 30-60 % anderer
Arbeiten. Schiller et al.  konntenbei180 immunhistochemischauf p53untersuchten
NSCLC des Stadiums II und IIIA bei 99 (55,0%) eine  Überexpression detektieren
[2001]. Vega et al . gelang bei 81 immunhistochemisch untersuchten, primär
resezierten NSCLC (Stadium I-IV) in 46,9% der Fälle  ein positiver p53 Nachweis
[1997]. Grossi et al.  konnten in 269 untersuchten NSCLC der Stadien I-IIIA  in 95
(35,31%) Fällen eine p53Überexpression erfassen [2002 ]. Auch Laudanski et al .,
fanden in 55 (53,92)% von 102 untersuchten, primär re sezierten NSCLC eine p53
Überexpression [2001]. Alle drei Gruppen sahen eine p5 3 Überexpression im
Zusammenhang mit einem kürzeren Langzeitüberleben geg enüber p53 negativen
Fällen.DemgegenüberstehendieArbeitenvon Lee etal.und Passlicketal.,dieeine
p53 Überexpression im Zusammenhang mit einer besseren Pr ognose gegenüber
p53negativenFällen sahen [1995; 1994]. Letztlich gi bt es aber auchArbeiten,wie
die von Schiller et al.  und Tonatoet al .., die keinenZusammenhang zwischenp53
StatusundderPrognosebeiNSCLCfindenkonnten[20 01,2002].Derprognostische
Wert des p53Status beiNSCLCbleibt alsoweiterhin u nklar. Auch dieStudienmit
sehrhohenPatientenzahlenkommenzudivergentenErge bnissen.
WährenddieRollevonp53alsPrognosefaktorkontrover sdiskutiertwird,verdichten
sichdieHinweise,daßp53MutationeninTumorenmite inemfortgeschrittenen,also
nodal metastasiertem Stadium einhergehen. Tammemagi et al. zeigten bei 111
NSCLC-Patienten (Stadium I-III), von denen 48 (43,2 4 %) p53 positiv waren, daß
eine p53 Überexpression mit einem höheren Lymphknoten status korrelierte (p =
0.091,Fisherexact test) [2000].ZudemgleichenErgeb niskommen Dalquenetal. ,
diebei247primärreseziertenNSCLCeinensignifikan tenZusammenhangzwischen
p53 Überexpression und dem Vorhandensein von Lymphknot enmetastasen
ermittelten (p =0,0259, Fisher exact test) [1996]. Borner et al. , stellten bei 49
untersuchtenNSCLC-Patienten (Stadium I-III), vonde nen30 (61,22%)p53positiv
waren, fest, daß nur Patienten mit einer p53 Überex pression im Follow-up
Metastasen entwickelten. Die Patienten ohne Überexpressi on wiesen in der
Folgezeit keine Metastasen auf (p< 0,01, Fisher exact te st) [1999]. Ohsaki et al.
konntenbei46untersuchtenNSCLCimStadiumI-IIein ep53Überexpression in19
(41,30%)Fällenundbei53untersuchtenNSCLCimSta diumIII-IVin25(47,17%)
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Fällen nachweisen. Es bestand kein signifikanter Zusammen hang zwischen
Tumorstadiumundp53Expression[1996].DainunsererA rbeitalle34Patientendas
Tumorstadium IIIA unddenLymphknotenstatusN2aufwiese n, ist einVergleichmit
diesen Arbeiten nur für die metastasierte Gruppe mögl ich. In unserer Studie fand
sich bei 47%der untersuchten Tumorenein positiver p53 Nachweis.Diese Zahlen
deckensichmitderBeobachtungderArbeitsgruppeum Ohsaki[1996].
Wir konnten bezüglich der p53 Expression keinen signifi kanten Unterschied
zwischen Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen f inden (p>0,05, Fisher
exact test). Auch die Arbeitsgruppen von Schiller, Tonato, Borner und Apolinario
konntenkeinesignifikanteKorrelationzwischenp53Expr essionundhistologischem
Tumortypfeststellen[2001,2002;1999;1997].Währen d Laudanskietal. , Dalquenet
al. und andere eine p53 Überexpression signifikant häufig er in
PlattenepithelkarzinomenalsinAdenokarzinomennachwei senkonnten[2001,1996].
Ohsaki et al.  und Borner et al . konnten keinen signifikanten Unterschied zwischen
p53ÜberexpressionundDifferenzierungsgraddesPrimärt umorsfinden[1996;1999].
Zu dem gleichen Resultat kommen auch unsere Untersuchunge n, obwohl sich ein
Trend häufigerer p53 Überexpression im Differenzierun gsgrad 2 abzeichnete (G2
64,28%zuG340,00%,p>0,05,Fisherexacttest).In einemFalllagenzweiProben
aus unterschiedlichenBereichendesPrimärtumors vor.Dab eiwar eine positiv und
dieanderenegativ fürp53,wasdenVerdachtnaheleg t,daßesbereits intratumoral
zu Veränderungen des Proteinmusters kommen kann, was die teilweise sehr
divergentenErgebnisseandererArbeiten,dieebenfal lsdenp53Statusnurübereine
Probebestimmten,erklärenkönnte.
Einweiterer, dieApoptosebestimmenderFaktor ist dasb cl-2Genprodukt,welches
den programmierten Zelltod verhindern kann und so ein e wichtige Rolle in der
Karzinogenesespielenkönnte. Ritteretal.  konntenbei47 (37%)von126T1N0M0
NSCLCbcl-2immunhistochemischnachweisen[1995]. Hanetal. beschrieben  bei85
NSCLC-Patienten mit einem Stadium I in 46 % der Fäl le einen positiven bcl-2
Nachweis[2002].KongruenthierzusinddieBeobachtunge nvon Laudanskietal .,die
bei 84 NSCLC 39 (46,42 %) bcl-2 positive Fälle fanden.  Dabei ließ sich bcl-2
signifikant häufiger (p =0,037, Fisher exact test) in Pl attenepithelkarzinomen (59%)
nachweisenalsindenanderenhistologischenTypen(28-3 8%)[1999].Mit19,2%ist
derAnteilderbcl-2positivenTumorenbei99untersuch tenNSCLCderGruppeum
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Ohsaki wesentlich geringer als in den oben genannten Arbeite n. Dabei waren 14
(30,43%)von46PrimärtumorenderStadienI-IIposi tivfürbcl-2undnur5(9,43%)
von53PrimärtumorenderStadienIII-IV(p<0,05,Fi sherexact test) [1996]. Dosaka-
Akita etal.registriertenebenfallsbei116untersuchtenNS CLCvondenen40(34,48
%)bcl-2positivwaren,daßdiesesignifikanthäufigere inniedrigeresTumorstadium
aufwiesen(p=0,0152,Fisherexacttest) [1999].Wirkon ntenwederineinemder34
untersuchten Primärtumoren des Stadiums IIIA noch in d en dazugehörigen
Lymphknoten eine verwertbare, als eindeutig positiv (> 10% der Tumorzellen) zu
beurteilende Überexpression von bcl-2 nachweisen, wenngl eich bcl-2 positive
Tumorzellen detektiert wurden. Ein Vorgehensfehler ko nnte durch Kontrolle und
Austausch des Antikörpers, Mitführen von Positivkontrollen und Wiederholung der
gesamten Färbung ausgeschlossen werden. Aufgrund der in d iesen Proben nur
vereinzeltpositivenZellenentschlossenwiruns,diese Probenalsnegativzuwerten.
InwieweitindenobengenanntenStudiensolcheProben alspositivgewertetwurden
istnichtzueruieren.DiesmageineErklärungfürdie divergenteInzidenzvonbcl-2in
unserer Arbeit und der Literatur sein. Eine weitere E rklärungsmöglichkeit liegt
möglicherweise in der geringen Fallzahl (n=34) unserer  Studie. Eine andere
Erklärungkönntedievon Ohsakietal. undanderenAutorengemachteBeobachtung
sein, daß bcl-2 seltener in Tumorstadium III-IV gefunde n wird als in den
Tumorstadien I-II [1996]. Unter der Annahme, daß ein  höheres Tumorstadium aus
aggressiverem biologischen Verhalten des Primärtumors resu ltiert, geben die
UntersuchungenderArbeitsgruppeum Koukourakis einenweiterenHinweis,warum
bcl-2 seltener respektive überhaupt nicht in höheren Tum orstadien gefunden wird.
Sie konnten zeigen, daßbcl-2 inNSCLChemmendaufGe newirkt, die zumeinen
bei der Angiogenese (VEGF und TP) und zum anderen be i der Zellmigration von
Tumorzellen (HER-2) beteiligt sind [1999]. Wenn also bcl-2 seine hemmende
Funktion aus noch unbekannten Gründen nicht ausführen ka nn, könnte dies
verbesserte Bedingungen für das Tumorwachstum und die Mi gration von
Tumorzellen bedeuten und folglich bei bcl-2 negativen  Tumoren zu einem
ausgedehnteren Befund führen. Der fehlende Nachweis vo n bcl-2 könnte auch
Ausdruck des „gelöschten“ respektive hypermethylierten b cl-2 Gens sein. Dieses
Phänomen beschrieb die Arbeitsgruppe um Shiseki in fortgeschrittenen NSCLC
[1994] .BezüglichderPrognoseseinochdieArbeit von Coxet al.  genannt, diebei
178NSCLC-PatientendenNachweisvonbcl-2indreiInt ensitätsstufeneinteiltenund
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herausfanden, daß Tumoren mit sehr hoher Intensität eine vergleichbar schlechte
Prognose hatten wie bcl-2 negative Tumoren [2000]. Zu  einem anderen Ergebnis
kommtdieGruppeum Kim, diebei238untersuchtenNSCLCbcl-2 in171 (71,8%)
Fällen nachweisen konnte und dies im Zusammenhang mit e iner schlechteren
Prognosegegenüberbcl-2negativenFällensahen[1998 ].
Nicht alle sogenannten Prognosefaktoren sind im Einzel fall für den Verlauf des
einzelnen Patienten von signifikanter, prognostischer Be deutung. Vielmehr scheint
eswichtig,einegrößereAnzahlanmöglichenPrognosefa ktorenzuuntersuchen,um
durch eine breiteres Screnning sowohl eine bessere Aussag e für eine größere
Gruppe,alsauchfürdenEinzelnen  machenzukönnen.AusdiesemGrundesollten
innerhalb dieses Projektes auch neue Ansätze, wie die B estimmung sogenannter
Hitzeschockproteine(HSP)beimNSCLC,überprüftwerden. DaHitzeschockproteine
ZellenvorStreßschützen,wäreesdurchausdenkbar,d aßZellen,diedieseProteine
nicht exprimieren, sehr anfällig für exogene Noxen w ie Zigarettenrauch sind. Daß
Rauchen Streß für das Lungengewebe respektive mit der E xpression von
Hitzeschockproteinen assoziiert ist, demonstrieren die Erg ebnisse von Koomagi et
al.,diezeigten,daßRauchermiteinemBronchialkarzinom gegenüberNichtrauchern
mit einem Bronchialkarzinom sowohl im Tumorgewebe al s auch im normalen
Lungengewebe höhere Expressionsraten von HSP70 aufwiese n [1996]. Diese
ErgebnissefürTumorgewebekonntenvon Volmetal. bestätigtwerden[1995].
Ein weiterer Grund warum HSP möglicherweise als Progno sefaktoren dienen
könnten, istderHinweis,daßHSPwichtigeTumorantigen efürT-Lymphozytensind
[Robert et al., 2002, Yoshino et al., 1994]. Denn di e körpereigene Immunantwort
spielt für den Verlauf einer Tumorerkrankung eine elem entare Rolle. Somit könnte
die Minderexpression von HSP dazu führen, daß einzeln e Tumorzellen durch das
Immunsystem nicht erkannt werden und somit im Körper un bemerkt persistieren
könnten,wasdenVerlaufunddiePrognosebeeinflussenw ürde.
BishergibtesersteinevergleichbareVeröffentlichung, diedie InzidenzvonHSP27
und HSP70 beimNSCLC untersucht hat [Malusecka et al., 2001]. In dieser Arbeit
waren 95 (89,62%) von 106 Fällen HSP70 positiv. Dab ei wurden die intensivsten
Ergebnisse indysplastischenLäsionenundTumorendesStad ium I gefunden.Von
den34PrimärtumorenunsererArbeitwaren8(23,52% )HSP70positiv.Daalledas
Stadium IIIA aufwiesen, könnte man annehmen, daß es mi t zunehmender
TumorprogressioneszueinerAbnahmederHSP70Expressio nkommt.
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DieseHypothesewürdeauchzudenBeobachtungenandere rArbeitenpassen,daß
nämlich eine HSP70 Überexpression im Zusammenhang mit e iner besseren
Prognose bei Ösophaguskarzinomen, Nephroblastomen und Me lanomen gesehen
wird[Noguchietal.,2002;Efferthetal.,2001;Ri caniadisetal.,2001]. ImVergleich
dazu fand die Gruppe um Lazaris bei HSP70 positiven Kolonkarzinomen eine
schlechtere Prognose gegenüber HSP70 negativen Tumoren . Des weiteren
korrelierte in dieser Arbeit die HSP70 Überexpression m it einem geringeren
DifferenzierungsgradundeinemfortgeschrittenenTumor stadium[1995].Wirkonnten
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen HSP70 Überexp ression und dem
Differenzierungsgrad respektive den verschiedenen Histolo gien der untersuchten
Primärtumorenfinden(p<0,05,Fisherexacttest).
UnserErgebnis fürHSP27 liegtmit85,29%positiverP rimärtumorenhöheralsdas
Ergebnis der oben bereits erwähnten Arbeit. Die Arbei tsgruppe konnte bei den
untersuchten 106 nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen des Stadiums I-III 70%
HSP27 positive Primärtumoren nachweisen [Malusecka et al ., 2001]. Dies könnte
wiederum zu der Vermutung veranlassen, daß es mit zune hmender
Tumorprogression zu einem Anstieg der HSP27 Expression ko mmt. Diese
VermutungwirddurchdieBeobachtungenandererArbeit engestützt,dieeineHSP27
Überexpression in Verbindung mit einer schlechteren Pro gnose bei
OvarialkarzinomenundhepatozellulärenKarzinomensa hen [Artsetal.,1999.;King
et al., 2000]. Bei Mammakarzinomzellen wird eine HS P27 Überexpression in
Verbindung mit ausgeprägtem Tumorzellwachstum und höhe rem
Metastasierungspotential gebracht [Oesterreich et al., 19 93;Mairesse et al., 1996].
Auch diese Resultate würden unsere Annahme bestätigen, daß eine HSP27
Überexpression mit einem nodal metastasiertem Tumorstad ium korreliert. Keinen
signifikanten Zusammenhang konnten wir hingegen in unse rer Arbeit zwischen
HSP27 Überexpression und Tumordifferenzierungsgrad re spektive den
verschiedenenHistologienermitteln(p>0,05,Fisherexa cttest).
FürHSP60gibteskeinevergleichbareArbeitbezüglich demVorkommeninNSCLC.
EskonntelediglicheineArbeitgefundenwerden,diesi chmitderHSP60Expression
bei Ovarialkarzinomen befaßt [Schneider et al., 1999] . Von den 247
immunhistochemisch untersuchen Ovarialkarzinomen waren 47  (19 %) HSP60
positiv. Dabei hatten 12 das Tumorstadium I (n=29), wä hrend 35 ein höheres
Stadium(n=218)aufwiesen.BezogenaufdieStadienm achtedieseinenpositiven
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Anteil von41,4% für dasTumorstadium I undnur16,1 % für diehöherenStadien
aus. HSP60 trat bei den untersuchten Ovarialkarzinomen in frühen Tumorstadien
signifikant häufiger ( p=0,004, Fisher exact test) auf  und war zudem mit einer
besserenPrognoseverbunden (p=0,02, log rank test).Wir konnten in21 (61,76%)
der34untersuchtenNSCLC-PrimärtumorendesStadiums II IAHSP60nachweisen.
Die prognostische Bedeutung dieses Ergebnisses für die von uns untersuchten
NSCLC ist Teil einer weiteren Untersuchung, die wir be i Erhalt der
Langzeitergebnissefertiggestellenwerden.
Der letzte untersuchtemöglichePrognosefaktor ist der Wachstumsfaktorenrezeptor
HER-2, der in 20-60 % primär resezierter nichtkleinzel liger Bronchialkarzinome,
insbesondere inAdenokarzinomen,detektiertwerdenkann. Dabei istHER-2 jedoch
nach unseren und den in der Literatur gefundenen Date n in den meisten
untersuchtenNSCLCnuringeringerKonzentrationnach zuweisen.Therapeutischist
dies relevant, da erst ab einem Expressionsgrad von 3+ e ine zusätzliche
Antikörpertherapie als sinnvoll angesehen wird. Wir kon nten in 3 (10 %) von 30
untersuchtennichtkleinzelligenBronchialkarzinomenein eHER-2Überexpressionder
Intensitätsstufe 1+ nachweisen. Hirsch et al.  konnten in 238 untersuchten NSCLC
der Stadien I-III in 68 (28,57%) eineHER-2Überex pression feststellen [2002]. Zu
ähnlichen Resultaten kommt die Gruppe um Koukourakis, die bei 216 überprüften
Fällen50 (23,14%) fürHER-2positivenichtkleinzelli geBronchialkarzinome fanden
[1999]. In der Arbeit von Kristiansenet al.  konnte in 33 (37%) von 89 analysierten
Fällen einesNSCLC (Stadium I-IV) HER-2 nachgewiesenw erden [2001]. Über die
prognostischeBedeutungbeimNSCLCgibtesdivergenteE rgebnisse. Hirschetal.
konntenkeinensignifikantenUnterschiedbezüglichdesÜbe rlebens inAbhängigkeit
vomHER-2Statusbei238untersuchtenNSCLCfinden[ 2002].Auch Reinmuthetal.
konnten keine prognostische Bedeutung von HER-2 für das  nichtkleinzellige
Bronchialkarzinom feststellen [2000]. Demgegenüber stel lte die Arbeitsgruppe um
Brabender fest, daßeinehoheHER-2Expressionmit einer schlechte renPrognose
bei 83PatientenmitNSCLCassoziiertwar [2001].Zu ähnlichenResultatenkamen
Diezetal. bei94untersuchtennichtkleinzelligenBronchialkarzino men[1997].Analog
hierzu ist die Beobachtung der Arbeitsgruppe um Lopez-Guerrero, daß NSCLC-
Patienten mit HER-2 Überexpression häufiger zu Rezidi ven neigen [1999].
Kristiansenet al.  registriertenbei 89untersuchtenPatienteneinenZusa mmenhang
zwischenHER-2Überexpression,höheremTumorstadiumundL ymphknotenstatus
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beiAdenokarzinomenderLunge [2001]. Scheurleetal.  fandenheraus,daßHER-2
selten in normalem Lungengewebe überexprimiert ist, e benso selten in gut
differenziertemTumorgewebe vonNSCLC-Patienten. En tsprechend sahen sie eine
HER-2 Überexpression am häufigsten in schlecht differenzi erten nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinomen [2000]. Wir konnten keinen signifikan ten Zusammenhang
zwischen HER-2 Überexpression und dem Differenzierungsgra d respektive den
verschiedenen Histologien der untersuchten Primärtumore n finden (p<0,05, Fisher
exacttest).
Eskonnte indieserArbeitgezeigtwerden,daßeszuvi elfältigenVeränderungenim
Proteinmuster eines NSCLC und seiner Absiedlungen kommt . Da diese im
Zusammenhang mit dem Ansprechen auf die verschiedenen Th erapieoptionen
gebracht werden, erscheint es sinnvoll sie mit in neue T herapiekonzepte zu
integrieren, um den Betroffenen eine individuell an gepaßte Behandlung zu
ermöglichen. Insbesondere der Nachweis von Hitzeschockprote inen könnte dabei
neue Wege im Bereich der Immuntherapie bieten. Es bl eibt jedoch auch nach
Sichtung der Literatur unklar, welche Relevanz die unt ersuchten Faktoren für den
Verlauf und die Prognose des nichtkleinzelligen Bronchia lkarzinoms haben. Ein
großesProblemistdabei,daßfürdenNachweishäufigu nterschiedlichsteMethoden
insbesondereAntikörpereingesetztwerden,wasdendirekt enVergleichmitanderen
Arbeiten erheblich einschränkt. Es sollte deshalb versucht w erden, einheitliche
Nachweismethoden für zukünftigeStudien festzulegen, u m nicht nur denVergleich
sondern möglicherweise auch die Zusammenfassung mehrerer A rbeiten zu
ermöglichen. Dies könnte unter Umständen zu aussagekräfti geren und weniger
widersprüchlichenResultatendereinzelnenArbeitsgrupp enführen.
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5.Anhang




TNM-KlassifikationdesBronchialkarzinoms(UICCund AJCC1987)

T Primärtumor
Tx PrimärtumorkannnichtbeurteiltwerdenoderNachwe isvonmalignenZellenimSputumoderbei
  Bronchialspülungen,jedochTumorwederradiologisch nochbronchoskopischsichtbar
T0 KeinAnhaltfürPrimärtumor
Tis Carcinomainsitu
T1   Tumor3cmoderwenigeringrößterAusdehnung,umge benvonLungengewebeoderviszeralerPleura,
  keinbronchoskopischerNachweiseinerInfiltration proximaleinesLappenbronchus(Hauptbronchusfrei)
T2 TumormiteinemderfolgendenKennzeichenhinsichtl ichGrößeoderAusbreitung :
 Tumormehrals3cmingrößterAusdehnung
 TumormitBefalldesHauptbronchus,2cmoderweite rdistalderCarina
 TumorinfiltriertvisceralePleura
 assoziierteAtelektaseoderobstruktiveEntzündung biszumHilus,abernichtderganzenLunge
T3 TumorjederGrößemitdirekterInfiltrationeinerd erfolgendenStrukturen :

Brustwand(einschließlichTumorendesSulcussuperi or),Zwerchfell,mediastinalePleura,
 parietalesPericardoderTumorimHauptbronchuswen igerals2cmdistalderCarina,aberCarina
  selbstnichtbefallenoderTumormitAtelektaseode robstruktiverEntzündungderganzenLunge
T4 TumorjederGrößemitInfiltrationeinerderfolgen denStrukturen :
 Mediastinum,Herz,großeGefäße,Trachea,Ösophagus ,Wirbelkörper,Carina;oderTumormit
  malignemPleuraerguß
N RegionäreLymphknoten
Nx RegionäreLymphknoten(LK)könnennichtbeurteiltw erden
N0 KeineregionärenLymphknoten-Metastasen
N1 MetastaseninipsilateralenperibronchialenLKund/ oderinipsilateralenHilus-LK(einschließlich
  einerdirektenAusbreitungdesPrimärtumors)
N2 Metastaseninipsilateralen,mediastinalenund/oder subcranialenLK
N3 Metastaseninkontralateralenmediastinalen,kontra lateralenHilus-,ipsi-oderkontralateralen

Skalenus-odersupraklavikulärenLK
M Metastasen
MX DasVorliegenvonFernmetastasenkannnichtbeurtei ltwerden
M0 KeineFernmetastasen
M1   Fernmetastasen


zuT1  Seltener,sichoberflächlichausbreitenderTumor jederGrößemiteinernuraufdieBronchialwand
begrenztenInfiltrationwirdauchdann,wennersi chweiterproximalausdehnt,alsT1klassifiziert.
ZuT4   DiemeistenPleuraergüssebeiBKsinddurchden Tumorverursacht.SoweitdiemaligneGenesedurch
mehrfachezytologischeUntersuchungenoderzuverläs sigerthorakoskopischausgeschlossenwurde,kann
derTumoralsT1,T2oderT3eingestuftwerden.
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Stadiengruppierung(UICC1987) 

OkkultesKarzinom TX N0 M0
Stadium0 Tis N0 M0
StadiumIA T1 N0 M0
StadiumIB T2 N0 M0
StadiumIIA T1 N1 M0
T2 N1 M0StadiumIIB
T3 N0 M0
T1 N2 M0
T2 N2 M0StadiumIIIA
T3 N1,N2 M0
T4 jedesN M0StadiumIIIB jedesT N3 M0
StadiumIV jedesT jedesN M1




aus:SobinLH,WittekindC.(1997)TNMclassificati onofmalignanttumors.5 thedition.JohnWiley&Sons,NewYork
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Abb.1p53FärbungeinesTumorschnittes(T56)nachder ABC-Methode.
AnfärbungerfolgtemitDAB.


Abb.2BCL-2FärbungeinesMammakarzinoms(Positivkontr olle)mitderB-SA
Methode.AnfärbungerfolgtemitFast-Red-Lösung.
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Abb.3HER-2FärbunganeinemBronchialkarzinom(T5 0)mitB-SAMethode.
AnfärbungmitFast-Red-Lösung.



Abb.4HER-2FärbungderPositivkontrolle(4500)mit B-SAMethode.
AnfärbungmitFast-Red-Lösung.
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Abb.5HSP70FärbungeinesBronchialkarzinom(T23)mi tderB-SA-Methode.
AnfärbungmitFast-Red-Lösung


Abb.6HSP70FärbungeinesLymphknotens(LK115)mitd erB-SA-Methode.
AnfärbungmitFast-Red-Lösung
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Abb.7HSP60FärbungeinesBronchialkarzinom(T23)mi tderB-SA-Methode.
AnfärbungmitFast-Red-Lösung

Abb.8HSP60FärbungeinesLymphknotens(LK54)mitde rB-SA-Methode.
AnfärbungmitFast-Red-Lösung.
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Abb.9HSP27FärbungeinesLymphknotens(LK19)mitde rB-SA-Methode.
AnfärbungmitFast-Red-Lösung

Abb.10HSP27FärbungeinesBronchialkarzinom(T24)mi tderB-SA-Methode.
AnfärbungmitFast-Red-Lösung
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6.Zusammenfassung

DasBronchialkarzinomstelltweltweit25%allerdurchTu morenbedingtenTodesfälle
dar.DiePrognosevonPatientenmit einemNSCLCSta dium IIIAkonntedurchden
EinsatzmultimodalerTherapien inden letzten5Jahre ndeutlichverbessertwerden.
Dennoch beträgt die 5-Jahresüberlebenszeit dieser Pati enten nur 25%. Um eine
weitere Verbesserung der Prognose zu erreichen, erscheint  die Erstellung
individuellerTherapiekonzeptenotwendig.Ausdiesem Grunde ist  esunabdingbar,
dasbiologischeVerhaltenvonPrimärtumoren intensiver zuberücksichtigen,um für
den Einzelnen durch Erstellung eines Risikoprofils eine adaptierte Therapie zu
ermöglichen. Bisher ist jedoch nicht eindeutig geklärt, welche Faktoren bei der
VielzahlanVeränderungeneinewichtigeRollespielen .
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, geeigneteMarker  bei 34 Patientenmit einem
nichtkleinzelligemBronchialkarzinomdesStadiumsIIIAzu  finden,dieeineAussage
über das maligne Potential sowie das Ansprechen auf St rahlen- und oder
ChemotherapieeinesTumors zulassen,umsoeine individu ell angepaßteTherapie
und Prognose in Zukunft zu ermöglichen.Wir haben uns d abei auf Faktoren (p53,
bcl-2,HER-2,HSP70,HSP60undHSP27)konzentriert, d ienachdenvorliegenden
Daten als zentrale Regulatoren im Zellzyklus agieren od er von Bedeutung für die
ImmunantwortaufmaligneZellensind.
Für den immunhistochemischen Nachweis dieser Faktoren wurd e die Biotin-
Streptavidin-Methode eingesetzt. Einzig der Nachweis v on p53 erfolgte durch die
Avidin-Biotin-Komplex-Methode aufgrund des eingesetzt en Antikörpers. Von den in
Formalin fixierten und in Paraffin eingelegten Tumo r- und Lymphknotenproben
wurden dazu 4 µmdicke Schnittpräparate angefertigt. Diesewurden entp araffiniert
und rehydriert und dann nach den methodenspezifischen  Färbeprotokollen
weiterbearbeitet.ImRahmendervorliegendenArbeit konntep53in16von34(47,05
%),HER-2in3von30(10%),HSP27in29von34(8 5,29%),HSP60in21von34
(61,76 %) und HSP70 in 8 von 34 Fällen (23,52 %) al s eindeutig positiv ermittelt
werden. Von dem ebenfalls untersuchten bcl-2 Genprodukt  konnte in keinem der
untersuchten Primärtumoren eine verwertbare, als eind eutig positiv (>10% der
Tumorzellen)zubeurteilendeÜberexpressionfestgestell twerden.Eskonntenfürdie
einzelnenFaktorenkeinesignifikantenKorrelationenm itdenvorliegenden
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histopathologischenDaten der Patienten ermittelt werd en. In 27 Fällen lagen auch
Lymphknotenproben vor. Beim Vergleich der Färbungen d er Primärtumoren mit
denen der dazugehörigen Lymphknoten konnten keine sig nifikanten Unterschiede
festgestellt werden, obwohl es in einzelnen Fällen zu Veränderungen im
nachgewiesenenProteinmustergekommenwar.Auch intratum oraleVeränderungen
des Proteinmusters konnten anhand von unterschiedlichen Pr oben eines
Primärtumorsfestgestelltwerden.Inwieweitderimmunh istochemischeNachweisder
genannten Parameter eine prognostische Relevanz besitzt , wird in einer zweiten
Untersuchunggeprüftwerden.
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